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sPLA2  sekretorna fosfolipaza A2 
SREBP vezavni protein za sterolni regulatorni element 
TAG  triacilglicerid 
TKT  transketolaze 
VEGF  žilni endotelijski rastni dejavnik  
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1 UVOD 
Rak je v svetovnem merilu vodilni vzrok obolevnosti in umrljivosti (Ferlay in sod., 2013). 
Posledično se velik del biomedicinskih raziskav osredotoča na iskanje boljših metod 
zdravljenja in preprečitve te kompleksne in zahrbtne bolezni. Poznamo več kot 100 tipov 
raka, ki se med seboj v mnogih pogledih razlikujejo, pa vendar si delijo nekaj osnovnih 
lastnosti, ki jim dajejo za njih značilen patogeni fenotip (Hanahan in Weinberg, 2000). 
Ena izmed bistvenih lastnosti rakavih celic je reprogramiranje metabolizma, ki celicam 
omogoča, da se izognejo različnim oblikam celičnega stresa in preživijo razmere, ki bi 
bile za normalne, zdrave celice pogubne (Ward in Thompson, 2012). Veliko je že znanega 
s področja sprememb metabolizma glukoze in glutamina, medtem ko so bile raziskave na 
temo pomembnosti lipidnega metabolizma v povezavi z rakom dlje časa zapostavljene. 
V zadnjih letih pa obstaja vse več dokazov, ki kažejo na vpletenost različnih poti lipidnega 
metabolizma v patogenetske procese rakavih celic (Santos in Schulze, 2012). Del spre-
memb lipidnega metabolizma vključuje encime sekretorne fosfolipaze A2 (sPLA2), kate-
rih nenormalno izražanje povezujejo s številnimi vrstami raka (Murakami in Lambeau, 
2013, cit. po Brglez in sod., 2014). Delovanje sPLA2 ni enotno in je odvisno od več fak-
torjev, med drugim od tipa encima sPLA2 in vrste tkiva, kjer encim deluje (Murakami, 
2014, cit. po Brglez in sod., 2014). Pred nedavnim so odkrili, da pri visoko tumorigenih 
celicah raka dojke MDA-MB-231 delovanje hGX sPLA2 sproži kopičenje lipidnih 
kapljic, pospešitev oksidacije maščobnih kislin in spremembe v celični signalizaciji. Na-
štete spremembe omenjenim celicam omogočajo preživetje, ko so te izpostavljene meta-
boličnemu stresu v obliki dolgotrajnega gojenja v odsotnosti seruma (Pucer in sod., 
2013). Ni pa znano, če ta encim omogoča preživetje celic raka dojke tudi pri drugih vrstah 
metaboličnega stresa in pri drugih vrstah rakavih celic. 
 
1.1 NAMEN 
Namen magistrskega dela je ugotoviti vpliv encima sPLA2 na preživetje celic MDA-MB-
231 v različnih razmerah metaboličnega stresa, tj. ob odvzemu različnih hranil, predvsem 
seruma, glukoze in glutamina.  
 
Glede na znano raznoliko delovanje sPLA2 na celice različnih tkiv smo želeli tudi ugoto-
viti ali delovanje hGX sPLA2 na celice različnih vrst raka vodi do sprememb v kopičenju 
lipidnih kapljic in ali vpliva na njihovo sposobnost preživetja pri stradanju.  
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1.2 HIPOTEZE 
Na podlagi predhodnih ugotovitev in znanja o učinkih sPLA2 predvidevamo, da:  
 
 sPLA2 preko sprememb v lipidnem metabolizmu omogoči preživetje celic raka dojke 
MDA-MB-231 v različnih razmerah celičnega oz. metaboličnega stresa; 
 
 sPLA2 vpliva na kopičenje lipidnih kapljic in na preživetje različnih vrst transformi-
ranih celic.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 TUMORIGENEZA 
Tumorigeneza (oz. karcinogeneza ali onkogeneza) je nastanek nenormalne mase tkiva, ki 
raste nekoordinirano in neodvisno od primarnega tkiva ter rastnih dejavnikov. Tako no-
votvorbo imenujemo neoplazma oz. tumor. Kadar je rast tumorja lokalno omejena, pra-
vimo, da je benigen, ko pa pridobi sposobnost invazije in metastaziranja, je tumor maligen 
in ga imenujemo rak (Fearon in Vogelstein, 1990).  
 
Tumorigeneza je večstopenjski proces, pri katerem znotraj celice pride do več genetskih 
sprememb, ki kumulativno vodijo v transformacijo normalne celice v rakavo (Renan, 
1993, cit. po Hanahan in Weinberg, 2000). Za razliko od nekaterih drugih bolezni, pri 
katerih je za njihov pojav potreben le en mutiran gen, je za pojav neoplazme potrebnih 
več mutacij različnih genov (Fearon in Vogelstein, 1990). V splošnem pa so za tumori-
genezo odgovorne spremembe treh tipov genov, in sicer onkogenov, tumor-supresorskih 
genov ter genov za vzdrževanje stabilnosti genoma (ang. »caretakers«).  
 
Onkogeni kodirajo proteine in encime, ki sodelujejo pri normalnih procesih celične rasti 
in delitve, pri tumorski celici pa je njihovo delovanje ali izražanje povečano tudi v okoli-
ščinah, ko pri zdravi celici ne bi smeli delovati (npr. v odsotnosti rastnih dejavnikov se 
celice ne bi smele deliti). Pri tumor-supresorskih genih je slika ravno obratna, saj se izra-
žanje gena, ki pri zdravih celicah zavira nekontrolirano celično rast, z mutacijo zmanjša 
oz. popolnoma preneha. Tretja skupina genov, katerih mutacija pripomore k tumori-
genezi, so geni za vzdrževanje stabilnosti genoma. Le-ti vključujejo gene, ki sodelujejo 
pri popravljanju poškodb ter napak na DNA in kromosomih. Zmanjšanje ekspresije oz. 
njihova inaktivacija torej vodita do okvar pri odpravljanju napak znotraj genoma in po-
sledično v večjo dovzetnost za mutacije onkogenov ali tumor-supresorskih genov (Vo-
gelstein in Kinzler, 2004).      
 
Kopičenje mutacij zgoraj omenjenih genov vodi v spremembe v številnih celičnih poteh, 
v rušenje homeostaze in pridobitev novih lastnosti celice. Hanahan in Weinberg sta v 
raziskavi leta 2000 opisala 6 glavnih lastnosti rakavih celic. Mednje prištevamo: (1) spo-
sobnost od rastnih signalov neodvisne proliferacije, (2) izogibanje inhibiciji rasti, (3) od-
pornost na apoptozo, (4) neskončni replikativni potencial, (5) indukcija angiogeneze ter 
(6) invazivnost in metastaziranje (Hanahan in Weinberg, 2000). Po več kot desetletju ob-
širnih raziskav na področju raka sta leta 2011 zgoraj omenjenim lastnostim dodala še dve, 
in sicer (7) izogibanje prepoznavanju in odstranjevanju s strani imunskega sistema ter (8) 
reprogramiranje metaboličnih poti (Hanahan in Weinberg, 2011).       
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2.2 METABOLIČNO REPROGRAMIRANJE CELIC 
Že v dvajsetih letih prejšnjega stoletja je Otto Warburg opazil, da se metabolizem rakavih 
celic razlikuje od metabolizma zdravih. Opazil je namreč, da imajo rakave celice močno 
povečan vnos glukoze in kljub prisotnosti kisika visoko stopnjo produkcije laktata 
(aerobna glikoliza oz. Warburgov učinek) (Warburg in sod., 1924, cit. po Weinberg in 
sod., 2010). Iz tega je sklepal, da imajo rakave celice okvarjene mitohondrije in zaradi 
tega ne morejo pridobivati energije z oksidativno fosforilacijo. To naj bi po njegovem 
predstavljalo podlago za transformacijo diferencirane celice v rakavo (Warburg, 1956, 
cit. po Weinberg in sod., 2010).    
 
Kasnejše raziskave so v nasprotju z Warburgovo hipotezo pokazale, da mitohondriji 
večine vrst rakavih celic vendarle niso okvarjeni in nesposobni opravljanja oksidativne 
fosforilacije (Ward in Thompson, 2012). Pravzaprav večina rakavih celic še zmeraj pri-
dobi pomemben delež svojega ATP z oksidativno fosforilacijo. Rakave celice so svoj 
metabolizem le reprogramirale, in sicer tako, da je primarno usmerjen v sintezo makro-
molekul (Ward in Thompson, 2012).  
 
Spremenjeni metabolizem rakavih celic po tradicionalnem modelu opisujemo zgolj kot 
posledico povišane stopnje proliferacije. Po tem modelu je signalizacija onkogenov pri-
marno usmerjena v proliferacijo, zaradi visokih potreb po energiji pa se mora metaboli-
zem prilagoditi tako, da se poveča privzem hranil in se tako konstantno vzpostavlja zado-
sten celični nivo ATP. Čeprav takšno sosledje procesov v proliferajočih celicah do neke 
mere vsekakor poteka, je vse več dokazov, ki podpirajo alternativni model razlage repro-
gramiranja metabolizma. Po tem modelu je signaliziranje onkogenov primarno usmerjeno 
v večji privzem nutrientov, zaradi obilice hranil v celici pa pride do anaboličnih procesov, 
posledično pa do celične rasti in proliferacije (slika 1) (Ward in Thompson, 2012).    
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Slika 1: Signaliziranje onkogenov oz. rastnih faktorjev je primarno usmerjeno v reprogramiranje 
metabolizma. (A) Tradicionalni model oz. »model povpraševanja« opisuje, da je signaliziranje onkogenov 
primarno usmerjeno v povišanje transkripcije in translacije za namen proliferacije celice. Zaradi visoke 
porabe energije pride do znižanja razmerja med ATP:ADP, kar vodi k povečanemu privzemu hranil v ce-
lico. Preko njihovega metabolizma se nato ponovno vzpostavi zadosten celični nivo ATP. (B) Alternativni 
model oz. »model ponudbe« opisuje, da je signalizacija primarno usmerjena v reprogramiranje privzema 
hranil in njihovega metabolizma. Povečana količina hranil v celici vodi v večjo produkcijo biomase, kot 
posledica tega pride do stimulacije rasti in proliferacije. Metabolizem tako vpliva na transkripcijo in trans-
lacijo preko mehanizmov, neodvisnih od razpoložljivosti ATP (slika prirejena po Ward in Thompson, 
2012). 
 
2.3 SIGNALNA POT PI3K/Akt/mTORC1 IN NJENA VLOGA PRI METABOLI-
ZMU RAKAVIH CELIC  
Prekomerna aktivacija signalne poti PI3K/Akt/mTORC1 je pri človeku ena najpogostej-
ših sprememb pri transformaciji normalnih celic v rakave (Buzzai in sod., 2005, cit. po 
Ward in Thompson, 2012). Do aktivacije fosfatidilinozitol-3-kinaze (ang. »phospha-
tidylinositol 3-kinase«; PI3K) lahko pride po treh neodvisnih poteh, vse pa se začnejo z 
vezavo liganda na receptorske tirozin-kinaze (RTK) (Schlessinger, 2002). Ena bolj znanih 
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poti je aktivacija PI3K s strani onkogena RAS (Vivanco in Sawyers, 2002). Aktivacija 
PI3K nadalje vodi v fosforilacijo in aktivacijo serin/treonin-kinaze Akt (znane tudi kot 
proteinska kinaza B), ta pa z zmožnostjo nadaljnje signalizacije v različne smeri igra 
ključno vlogo pri številnih celičnih procesih, kot so apoptoza, proliferacija, transkripcija, 
celična migracija in regulacija celičnega metabolizma (Fresno Vara in sod., 2004).    
 
 
 
Slika 2: Signalna pot PI3K/Akt/mTORC1. Na sliki so prikazane različne metabolične poti, na katere 
vpliva signalizacija PI3K/Akt (prirejeno po Ward in Thompson, 2012).  
2.3.1 Akt vpliva na privzem glukoze in stopnjo glikolize 
Ena izmed signalnih poti Akt vpliva na regulacijo metabolizma glukoze. Signalizacija 
Akt namreč poveča ekspresijo glukoznih transporterjev GLUT1 na površini celice, akti-
vira heksokinaze, ki s fosforilacijo ujamejo in zadržijo glukozo v celici, ter aktivira fosfo-
fruktokinaze-1, ki inducirajo začetek glikolize (Deprez in sod., 1997; Gottlob in sod., 
2001; Kohn in sod., 1996; Rathmell in sod., 2003, cit. po Ward in Thompson, 2012). Akt 
torej poveča vnos glukoze v celico in poviša stopnjo glikolize (Elstrom in sod., 2004, cit. 
po Ward in Thompson, 2012).   
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2.3.2 Akt omogoči nastanek citosolnega acetil-CoA, pomembnega za sintezo lipi-
dov 
Poleg tega signalna pot PI3K/Akt vzpodbuja biosintezne poti (Wakil in sod., 1957, cit. 
po Ward in Thompson, 2012). V ta namen morajo metabolični produkti razgradnje glu-
koze preiti skozi procese v mitohondriju, saj so le tukaj encimi, potrebni za nadaljnje 
biosintezne procese. Piruvat, ki nastane v končni fazi glikolize, potuje v mitohondrij, kjer 
se po katalizi z izključno mitohondrijskim encimom piruvatno dehidrogenazo (ang. 
»pyruvate dehydrogenase«; PDH) pretvori v aktivirano ocetno kislino oziroma acetil ko-
encim A (Ac-CoA) (Linn in sod., 1969, cit. po Ward in Thompson, 2012). Le-ta se nato 
ne more neposredno transportirati v citoplazmo, ampak se najprej pretvori v citrat. Proces 
kondenzacije Ac-CoA z oksaloacetatom v citrat katalizira mitohondrijski encim citratna 
sintaza (Stern in sod., cit. po Ward in Thompson, 2012). Citrat se v taki obliki transportira 
v citosol, kjer se s pomočjo encima ATP-citratne liaze (ACL) pretvori nazaj v Ac-CoA, 
ki se nato vključi v sintezo lipidov (Srere, 1959, cit. po Ward in Thompson, 2012). 
Fosforilacijo in aktivacijo ACL za pretvorbo citrata v Ac-CoA izvrši Akt (Bauer in sod., 
2005; Berwick in sod., 2002, cit. po Ward in Thompson, 2012).         
2.3.3 Akt regulira delovanje mTORC1 
Ena izmed vej signalne poti PI3K/Akt vključuje tudi aktivacijo tako imenovane »tarče za 
rapamicin pri sesalcih« (ang. »mammalian target of rapamycin complex I«; mTORC1). 
mTORC1 je multiproteinska kinaza, ki inducira sintezo proteinov in regulira številne pro-
cese mitohondrijskega metabolizma ter jo označujemo za glavnega regulatorja celične 
rasti (Zoncu in sod., 2011, cit. po Santos  in Schulze, 2012). Ima pomembno vlogo pri 
regulaciji mitohondrijske biogeneze (Bentzinger in sod., cit. po Ward in Thompson, 
2012), s svojim delovanjem na transkripcijske faktorje družine SREBP pa prav tako 
usmerja de novo lipogenezo, s čimer privede do povečane stopnje rasti in proliferacije 
celic (Düvel in sod., 2010, cit. po Ward in Thompson, 2012).   
2.3.3.1 Transkripcijski faktor SREBP uravnava lipogenezo   
Transkripcijski faktor SREBP (ang. »sterol regulatory element-binding protein«) regulira 
veliko encimov, vključenih v biosintezo maščobnih kislin (MK) in holesterola (Horton, 
2002; Eberle in sod., 2004, cit. po Santos  in Schulze, 2012). V sesalskih celicah so odkrili 
njegove tri izoformne oblike, in sicer SREBP-1a, SREBP-1c ter SREBP-2 (Brown in 
Goldstein, 1997, cit. po Santos  in Schulze, 2012), med katerimi je, pri večini celičnih 
linij, najbolj razširjen SREBP-1a (Shimomura in sod., 1997, cit. po Santos  in Schulze, 
2012). Glavna vloga SREBP-1 je regulacija sinteze MK, fosfolipidov ter triacilglicerolov 
(TAG), medtem ko SREBP-2 regulira sintezo holesterola. Aktivnost SREBP je lahko re-
gulirana na različne načine, vendar SREBP-2 največkrat nadzorujejo steroli s tako ime-
novano »regulirano intramembransko proteolizo« (Rawson, 2003, cit. po Santos  in 
Schulze, 2012), SREBP-1 pa najverjetneje uravnava stopnja fosfolipidov v celici (Walker 
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in sod., 2011, cit. po Santos  in Schulze, 2012). Menendez in Lupu (2007) sta ugotovila, 
da se povišana stopnja izražanja SREBP-1 in SREBP-2 kaže pri velikem številu rakavih 
obolenj (Menendez in Lupu, 2007, cit. po Santos in Schulze, 2012). S SREBP inducirana 
lipogeneza naj bi bil eden izmed glavnih faktorjev onkogene transformacije celic (Santos 
in Schulze, 2012).     
2.3.3.2 mTORC1 uravnava delovanje transkripcijskega faktorja HIF-1   
Druga bolj znana tarča aktivacije mTORC1 je transkripcijski faktor, znan pod imenom s 
hipoksijo-inducibilen faktor (ang. »hypoxia-inducible factor«; HIF-1) (Hudson in sod., 
2002), delovanje katerega pa ni usmerjeno v proliferacijo. HIF-1 sicer preko povečane 
ekspresije glukoznih transporterjev 1 (GLUT1) vzpodbudi prevzem glukoze v celico 
(Ebert in sod., 1995, cit. po Santos in Schulze, 2012), prav tako poveča stopnjo glikolize 
(Denko, 2008, cit. po Santos in Schulze, 2012), vendar hkrati preko inhibicije PDH pre-
preči vstop piruvata v mitohondrij. Piruvat se tako, namesto za nastanek citrata, ki je klju-
čen za biosintezo lipidov, porabi za nastanek laktata (Kim in sod., 2006, cit. po Santos in 
Schulze, 2012). Pri nekaterih vrstah celic, kot so hematopoetske celice in celice ledvic, 
ima HIF-1 tako antiproliferativne učinke (Lum in sod., 2007, Ward in Thompson, 2012), 
pri nekaterih tipih raka pa deluje kot tumorski supresor (Shen in sod., 2011, cit. po Ward 
in Thompson, 2012).    
  
Kot že ime nakazuje, je HIF-1 znan predvsem po aktivaciji ob hipoksiji. Pri večanju vo-
lumna trdnega tumorja, ki mu sorazmerno ne sledi rast njegovega ožilja, namreč veliko-
krat pride do pomanjkanja kisika (Santos in Schulze, 2012). Takšni pogoji privedejo do 
aktivacije HIF-1, ki preko indukcije ekspresije žilnega endotelijskega rastnega dejavnika 
(ang. »vascular endothelial growth factor«; VEGF) stimulira angiogenezo in do zgoraj 
omenjenih metaboličnih sprememb, ki vodijo v anaerobni način produkcije energije 
(Forsythe in sod., 1996, cit. po Santos  in Schulze, 2012).  
2.3.3.3 HIF-1 in lipidi  
Kljub prekinitvi toka glukoznih razgradnih produktov za biosintezo, pa so Furuta in so-
delavci (2008) v svoji raziskavi pokazali, da HIF-1 na nek način vendarle prispeva k sin-
tezi lipidov (Furuta in sod., 2008). Pri nekaterih celičnih linijah raka dojke so namreč 
odkrili povečano ekspresijo maščobnokislinske sintetaze (ang. »fatty-acid synthase«; 
FASN) predvsem v hipoksičnih razmerah. To pomeni, da je vir ogljika za sintezo lipidov 
nekaj drugega kot glukoza (Santos  in Schulze, 2012). In res so Yoshii in sodelavci (2009) 
ugotovili, da se v hipoksičnih razmerah poveča ekspresija Ac-CoA-sintetaze, tj. encima, 
ki omogoči nastanek Ac-CoA iz citoplazemskega acetata, kar vodi v preživetje celic v 
takih razmerah (Yoshii in sod., 2009). Kasneje so ugotovili, da rakavim celicam, ki imajo 
bodisi okvarjene mitohondrije (Mullen in sod., 2011, cit. po Santos  in Schulze, 2012) 
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bodisi se nahajajo v hipoksičnih razmerah, glavni vir ogljika za biosintezo lipidov pred-
stavlja glutamin (Metallo in sod., 2011, Wise in sod., 2011, cit. po Santos  in Schulze, 
2012).   
    
Spremembe lipidnega metabolizma celic, ki jih je moč opazovati v hipoksičnih razmerah, 
pa vključujejo še zmanjšanje -oksidacije (Whitmer, 1978, cit. po Santos  in Schulze, 
2012) ter shranjevanje trigliceridov (TAG) (Bostrom, 2006, cit. po Santos  in Schulze, 
2012) v lipidne kapljice (LK) (Gimm, 2010, cit. po Santos  in Schulze, 2012). V jetrih in 
adipoznem tkivu HIF-1 spodbuja privzem prostih maščobnih kislin (ang. »free fatty 
acids«; FFA) in njihovo kopičenje v TAG (Krishnan, 2009, cit. po Santos  in Schulze, 
2012). 
 
2.4 METABOLIZEM GLUKOZE 
Glukoza je najpomembnejše hranilo za rast in proliferacijo tako zdravih kot rakavih celic 
(Warburg, 1956, cit. po Jiang in sod., 2014). V celico vstopi preko glukoznih transporter-
jev (ang. »glucose transporter«; GLUT), nato jo encim heksokinaza (HK) fosforilira do 
glukoze-6-fosfata (ang. »glucose-6-phosphate«; G6P). G6P se lahko nadalje metabolizira 
bodisi po glikolitični poti ali po pentozni fosfatni poti (ang. »pentose phosphate 
pathway«; PPP) (slika 2) (Wood, 1986, cit. po Jiang in sod., 2014).  
 
  
 
Slika 3: Glikoliza in PPP. Glukoza v celico vstopi preko transporterjev GLUT, nato jo HK fosforilira do 
G6P, ki se lahko nadalje metabolizira po dveh poteh – glikolizi (črne puščice) ali PPP. Slednja je sestavljena 
iz oksidativne (zelene puščice) in neoksidativne (modre puščice) poti (Jiang in sod., 2014: 594).     
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2.4.1 Pentozna fosfatna pot  
PPP je sestavljena iz dveh poti, in sicer iz oksidativne in neoksidativne (slika 3). Prva se 
prične s pretvorbo G6P v 6-fosfoglukonolakton, ki jo izvrši encim glukoza-6-fosfatna 
dehidrogenaza (G6PD) (Kletzien in sod., 1994, cit. po Jiang in sod., 2014). 6-fosfogluko-
nolakton se nato hidrolizira do 6-fosfoglukonata, le-tega pa encim 6-fosfoglukonatna de-
hidrogenaza oksidativno dekarboksilira, tako da nastane molekula s petimi ogljiki, in si-
cer ribuloza-5-fosfat (Ru5P). Akceptor elektronov NADP+ sprejme elektrone med prvo 
in zadnjo fazo oksidativne poti, tako da nastane NADPH. Ena molekula glukoze, meta-
bolizirana po poti PPP, tako dá dve molekuli NADPH. Slednja igra pomembno vlogo pri 
varovanju celice pred reaktivnimi kisikovimi spojinami, ki nastajajo pri različnih vrstah 
celičnega stresa (npr. hipoksija, stradanje, presežek hranil, aktivacija onkogenov) in pri 
zagotavljanju redukcijske moči pri biosinteznih procesih, kot so sinteza lipidov, nukleo-
tidov in aminokislin. 
 
Med neoksidativno potjo iz Ru5P po PPP nastane še ena pomembna molekula, in sicer 
riboza-5-fosfat (R5P), ki je prekurzor za sintezo številnih biomolekul, predvsem nukleo-
tidov. S pomočjo encimov transketolaze (TKT) se po poti PPP lahko pretvori v gliceral-
dehid-3-fosfat (G3P) ter nato z encimom transaldolaza v fruktozo-6-fosfat (F6P) (Wood, 
1986, cit. po Jiang in sod., 2014). 
2.4.2 Glikoliza 
Celice pretvarjajo glukozo z glikolizo predvsem zaradi pridobivanja energije. Glukoza se 
skozi večstopenjski proces razgradi do piruvata, pri rakavih celicah pa nadalje predvsem 
v laktat, ki se povratno ne oksidira v piruvat, ampak se izloči iz celice. V primerjavi z 
normalnimi celicami, kjer iz metabolizma ene molekule glukoze skupno nastane 38 mo-
lekul ATP, je pri rakavih celicah izkupiček le 2–4 molekule ATP (Vander Heiden in sod., 
2009, cit. po Jiang in sod., 2014). Ker pa gre glukoza pri aerobni glikolizi zgolj skozi 10-
stopenjski proces, lahko rakava celica veliko hitreje proizvaja ATP ter glikolitične inter-
mediate kot normalna celica, ki glukozo popolnoma katabolizira. Zato aerobna glikoliza 
rakavim celicam, ki imajo visoko stopnjo privzema glukoze, omogoča prednost pri pre-
živetju, celični rasti in proliferaciji (Pfeiffer in sod., 2001, cit. po Jiang in sod., 2014).    
 
PPP ter glikoliza sta tesno povezani, s koordiniranim delovanjem in reguliranim prehaja-
njem intermediatov iz ene poti v drugo pa celici omogočata uspešno izvajanje procesov, 
ki vodijo v proizvodnjo energije, biosintezo makromolekul ter posledično v celično rast 
in proliferacijo (Jiang in sod., 2014).   
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2.5 METABOLIZEM GLUTAMINA 
Za potrebe bioenergetskih ter biosinteznih procesov rakave celice, poleg glukoze, porab-
ljajo tudi druga hranila. Kljub povečani stopnji aerobne glikolize pri številnih rakavih 
celicah pride do primanjkljaja piruvata, ki je glavno gonilo Krebsovega cikla. Večina raz-
gradnih produktov glukoze se namreč, še preden pride do nastanka piruvata, porabi za 
biosintezne reakcije, piruvat pa se pretvori v laktat. Ker pa so metaboliti, ki nastanejo 
preko Krebsovega cikla, potrebni za sintezo lipidov, neesencialnih aminokislin in nukle-
otidov, potrebuje aktivno deleča se celica mehanizme za nadomestitev primanjkljaja. Ve-
liko vrst rakavih celic za nadomestitev primanjkljaja oziroma t. i. anapleroze privzema 
glutamin (DeBerardinis in Cheng, 2010). Nekatere celice brez glutamina sploh ne morejo 
preživeti in pravimo, da so odvisne od glutamina (Eagle, 1955, cit. po Wise in Thompson, 
2010). Na povišanje stopnje metabolizma glutamina in na odvisnost celic od njegovega 
privzema močno vpliva transkripcijski faktor c-Myc. Ta onkogen ima povišano stopnjo 
izražanja pri mnogih tipih raka (Li in sod., 2005, cit po. Ward in Thompson, 2012). c-
Myc regulira številne gene, povezane z energijskim metabolizmom, mitohodrijsko bio-
genezo in regulacijo celičnega cikla (Dang, 2010).  
  
Pomen glutamina kot hranila se kaže v zmožnosti, da služi kot vir ogljika in dušika za 
številne biosintezne reakcije v celici. S koncentracijo 0,6–0,9 mmol/l je glutamin najbolj 
zastopana aminokislina v krvni plazmi (Bergström in sod., 1974, cit. po Hensley in sod., 
2013). Po privzemu v celico se katabolizem glutamina prične s pretvorbo v glutamat. 
Reakcija poteče v mitohondriju in jo katalizira encim glutaminaza (ang. »glutaminase«; 
GLS), ki ima visoko stopnjo izražanja pri številnih tumorjih (DeBerardinis in Chang, 
2010; Levine in Puzio-Kuter, 2010). Glutamat se nato, ob katalizi z encimom transami-
naza ali glutamat-dehidrogenaza, pretvori v α-ketoglutarat, ki vstopi v Krebsov cikel (De-
Berardinis in Chang, 2010; Levine in Puzio-Kuter, 2010). Citrat, ki iz cikla izhaja, preko 
pretvorbe v Ac-CoA zagotavlja ključne gradnike za holesterol in MK (Hatzivassiliou, 
2005, cit. po Wise in Thompson, 2010). Citrat, ki se pretvori v oksaloacetat (OAA), pa 
preko niza reakcij preko nastanka malata ter nato piruvata daje redukcijsko moč v obliki 
NADPH, ki je potrebna pri številnih reakcijah makromolekulske sinteze (Vander Heiden, 
2009, cit. po Wise in Thompson, 2010).     
 
Glutamin poleg zgoraj opisanih vlog sodeluje tudi pri regulaciji signalne poti mTORC1, 
preko katere še dodatno vzpodbudi metabolizem celice k biosinteznim procesom (Wise 
in Thompson, 2010). 
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Slika 4: Metabolizem glutamina. Onkogen Myc vzpodbudi privzem glutamina preko glutaminskega im-
porterja Asct2. Po privzemu v celico se glutamin v mitohondriju najprej pretvori v glutamat, nato v α-
ketoglutarat, ki vstopi v Krebsov cikel. Preko reakcij Krebsovega cikla pride do nastanka citrata, ki izstopi 
iz mitohondrija. Ta se bodisi preko pretvorbe v Ac-CoA porabi za sintezo MK in holesterola ali pa se preko 
oksaloacetata in malata pretvori v piruvat in na tak način omogoči nastanek NADPH (Wise in Thompson, 
2010: 431).  
 
2.6 SPREMEMBE LIPIDNEGA METABOLIZMA RAKAVIH CELIC 
Lipidi predstavljajo raznoliko skupino nevodotopnih molekul, ki imajo pomembno vlogo 
tako na celičnem nivoju kot na nivoju organizma. Skupina vključuje fosfogliceride, ste-
role, sfingolipide in triacilgliceride. Slednji se bolj ali manj rabijo kot vir energijske za-
loge, njihov osnovni gradnik so MK. Fosfogliceridi, steroli in sfingolipidi pa predstavljajo 
glavne strukturne komponente bioloških membran. Lipidi lahko sodelujejo tudi pri sig-
nalizaciji, kjer igrajo vlogo kot sekundarni obveščevalci in hormoni (Santos in Schulze, 
2012).  
 
V rakavih celicah je možno zaslediti spremembe na različnih nivojih lipidnega metaboli-
zma. Te spremembe vplivajo na dostopnost strukturnih lipidov za sintezo membran, na 
sintezo in razgradnjo lipidov, ki so vključeni v energijsko homeostazo ter na razpoložlji-
vost signalnih lipidov. Spremembe v lipidnem metabolizmu lahko vplivajo na številne 
celične procese, kot so celična rast, proliferacija, diferenciacija, apoptoza, vnetni procesi, 
gibljivost in integriteta membran (Santos  in Schulze, 2012). 
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Slika 5: Lipidni metabolizem. Na sliki so prikazane številne poti lipidnega metabolizma ter njihove med-
sebojne povezave. Poleg lipolize in -oksidacije sta prikazani še pot sinteze MK (puščice zelene barve) ter 
mevalonatna pot (puščice oranžne barve). Prav tako sta prikazani metabolični poti glukoze in glutamina 
(Santos in Schulze, 2012: 279).    
 
2.6.1 Metabolizem maščobnih kislin 
Poleg glukoze in glutamina so za celico izredno pomemben vir energije MK (Carracedo 
in sod., 2013). Celice jih lahko privzemejo iz krvnega obtoka v obliki prostih MK, veza-
nih na albumin, lahko so esterificirane v trigliceride, ki jih po krvi prenašajo lipoproteini, 
ali pa se pridobijo s hidrolizo znotrajceličnih zalog trigliceridov, ki se hranijo v obliki 
citosolnih lipidnih kapljic (LK) (Santos in Schulze, 2012).   
   
MK pa velikokrat nastajajo tudi de novo. Na nivoju organizma de novo sinteza v glavnem 
poteka v jetrih, maščobnem tkivu in v mlečnih žlezah v času dojenja (Santos  in Schulze, 
2012). Potrebna je za izgradno membran ter za rast in proliferacijo celic (Carracedo in 
sod., 2013). Sinteza MK je anaboličen proces, ki poteka v citosolu in za svoj pričetek 
potrebuje acetat. Le-ta v glavnem izvira iz glikolitične poti in v citosolu nastane iz pre-
tvorbe citrata v oksaloacetat in Ac-CoA, kar katalizira ACL. OAA se preko niza reakcij 
pretvori v piruvat, pri čemer nastane NADPH, biosinteza MK pa se prične s pretvorbo 
Ac-CoA v malonil-CoA, ki jo katalizira Ac-CoA-karboksilaza (ang. »acetyl-CoA car-
boxylase«; ACC) (slika 5). Acetilna in malonilna skupina se nato združita s pomočjo 
multifunkcionalnega encima, imenovanega maščobno kislinska sintaza (ang. »fatty acid 
synthase«; FASN). Ponavljajoča kondenzacija acetilnih skupin nato privede do nastanka 
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osnovne, 16 ogljikov dolge, nasičene maščobne kisline, imenovane palmitinska kislina. 
Do nadaljnje elongacije in desaturacije de novo sintetiziranih MK pride na citoplazemski 
strani membrane endoplazemskega retikuluma (ER). Desaturacija spremeni fizikalne 
lastnosti dolgoverižnih MK, vključno s tistimi, ki so sestavni del membranskih fosfogli-
ceridov, in je pomembna determinanta membranske fluidnosti. De novo nastale MK se 
lahko uporabijo tudi za energijsko zalogo v obliki triacilgliceridov (Santos in Schulze, 
2012).         
 
Že pred desetletji so opazili, da so tumorske celice sposobne sintetizirati lipide de novo 
(Medes in sod., 1953), kasneje pa sta Altam in Dang (2012) v raziskavi, narejeni na osnovi 
primerjave normalnih z neoplastičnimi limfociti, ugotovila veliko podobnosti med meta-
bolizmom normalnih proliferajočih celic in metabolizmom tumorskih celic. Rak prostate, 
dojke in nekatere druge oblike rakov imajo povečano stopnjo ekspresije FASN, kar na-
kazuje na to, da ima sinteza MK pomembno vlogo pri patogenezi raka (Menendez in 
Lupu, 2007, cit. po Santos in Schulze, 2012). Odkrili so tudi, da je ACL potrebna za 
celično tranformacijo in vitro in za nastanek tumorjev in vivo ter da kemična inhibicija 
ACC vodi v ustavitev rasti in apoptozo celic raka prostate. Tudi povečana ekspresija elon-
gaz naj bi pozitivno vplivala na transformacijo, kar je bilo do zdaj potrjeno le pri raku 
prostate (Tamura in sod., 2009, cit. po Santos in Schulze, 2012). Obstajajo tudi dokazi, 
da povečano izražanje onkogena Ras poveča delež dolgoverižnih MK (Kamphorst, 2011; 
Quijano, 2012, cit. po Santos in Schulze, 2012).   
2.6.2 Sinteza holesterola 
Drug pomemben biosintezni proces lipidnega metabolizma je mevalonatna pot, ki vodi v 
nastanek holesterola (slika 5). Prvi korak nastanka holesterola zahteva kondenzacijo ci-
tosolnega Ac-CoA z acetoacetil-CoA da nastane 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA oziroma 
HMG-CoA. Redukcija slednjega v mevalonat poteče ob pomoči HMG-CoA-reduktaze 
(HMGCR). HMGCR je transmembranski protein ER (Chang in sod., 2006, cit. po Santos  
in Schulze, 2012). Holesterol je zelo pomembna komponenta bioloških membran, saj 
uravnava fluidnost lipidnega dvosloja in tvori membranske mikrodomene, imenovane li-
pidni rafti, ki koordinirajo aktivacijo nekaterih signalno-transdukcijskih poti (Lingwood 
in Simons, 2010, cit. po Santos in Schulze, 2012). Steroidi imajo prav tako pomembno 
vlogo v razvoju organizma, saj tvorijo strukturno osnovo za sintezo steroidnih hormonov 
(Santos in Schulze, 2012).    
 
Spremembe v biosintezni poti holesterola številne raziskave povezujejo z rakavim feno-
tipom celic (Clendening, 2010, cit. po Santos  in Schulze, 2012). Pri raku prostate so 
opazili kopičenje holesterola (Hager in sod., cit. po Santos in Schulze, 2012). Nekatera 
zdravila iz skupine statinov, katerih tarča je HMGCR in so namenjena zniževanju hole-
sterola, kažejo antiproliferativne učinke pri različnih vrstah rakavih celic. Pri nekaterih 
tipih celic raka dojke so opazili inhibitorni vpliv statinov na celični cikel (Rao in sod., 
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1998; Gray-Bablin, 1997, cit. po Santos  in Schulze, 2012), pri akutni mieloidni levkemiji 
pa inducirajoč vpliv na apoptozo (Newman, 1997, cit. po Santos  in Schulze, 2012). Pri 
nekaterih vrstah raka kombinacija statinov s kemoterapijo pri zdravljenju pacientov de-
luje zelo učinkovito (Santos in Schulze, 2012).     
2.6.3 TAG in lipidne kapljice   
MK so pomemben substrat za proizvodnjo energije in za sintezo večine lipidov. Kljub 
izredno pomembni fiziološki vlogi pa je njihov presežek v nezaestreni obliki za celico 
toksičen (Unger in sod., 2010). Za preprečitev tega so celice sposobne pretvoriti MK v 
neškodljivo obliko. V ta namen jih velikokrat zaestrijo z glicerolom do nastanka TAG 
(Zechner in sod., 2012), ki se nato shranjujejo v lipidnih kapljicah (LK).     
 
Shranjevanje lipidov je pomemben del njihovega metabolizma. Nevtralni lipidi se shra-
njujejo v LK (Farese in Walther, 2009, cit. po Santos in Schulze, 2012). To so dinamični 
organeli s številnimi funkcijami (Martin in Parton, 2006, cit. po Olofsson in sod., 2008). 
Njihovo sredico sestavljajo nepolarni lipidi, kot so TAG in sterolni estri (SE), obdaja pa 
jih en sloj amfipatskih lipidov (fosfolipidi in holesterol) ter specifični proteini (Farese in 
Walther, 2009). Najbolj znana skupina proteinov na površini LK so proteini družine PAT 
(Londos in sod., 1999, cit. po Dalen in sod., 2007). Proteini LK imajo poleg strukturne 
tudi vlogo pri uravnavanju lipolize ter razporejanja LK znotraj celice (Olofsson in sod., 
2008).    
 
 
 
Slika 6: Zgradba lipidne kapljice. Jedro LK je sestavljeno iz TAG in SE, obdaja jih enosloj amfipatskih 
lipidov (fosfolipidi in glicerol) ter specifični proteini (Guo in sod., 2009: 749).  
 
Poleg osrednje vloge vzdrževanja lipidne homeostaze (Walther in Farese, 2012) so LK 
vključene tudi v virusno replikacijo (Samsa in sod., 2009, cit. po Walther in Farese, 2012), 
obrambo gostitelja (Saka in Valdivia, 2012, cit. po Walther in Farese, 2012), shranjevanje 
proteinov (Li in sod., 2012, cit. po Walther in Farese, 2012) in proteinske posttranslacij-
ske modifikacije (Krahmer in sod., 2013, cit. po Walther in Farese, 2012).     
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Za potrebe shranjevanja lipidov celica tvori nove LK ali lipide vključuje v obstoječe 
(Stone in sod., 2009, Moessinger in sod., 2011, cit. po Walther in Farese, 2012). Natančen 
mehanizem sinteze novih LK še ni popolnoma jasen, vendar raziskave  kažejo, da LK 
nastajajo v ER, kjer so encimi za sintezo nevtralnih lipidov (Buhman in sod., 2001, cit po 
Walther in Farese, 2012). Po nastanku LK najverjetneje ostanejo v tesnem kontaktu z ER 
(Jacquier, 2011, cit. po Walther in Farese, 2012). Dodajanje nevtralnih lipidov v obstoječe 
LK zahteva njihovo lokalno sintezo ali prenos iz ER. Lokalno se lipidi sintetizirajo na 
LK, ko se encim diacilglicerol-aciltransferaza 2 (DGAT2), ki je odgovoren za zadnji ko-
rak sinteze TAG in je sicer prisoten v ER, prenese na LK (Stone in sod., 2009, Moessinger 
in sod., 2011, cit. po Walther in Farese, 2012). Ni pa popolnoma znano, če se zgodnejši 
koraki sinteze prav tako lahko zgodijo na LK. Za razliko od TAG pa sterolna esterifikacija 
poteče v ER, saj se encimi holesterol-aciltransferaze (ACAT), odgovorni za njihovo sin-
tezo, ne prenesejo na LK. LK lahko rastejo tudi z zlivanjem oziroma koalescenco 
(Bostrom in sod., 2005, cit. po Walther in Farese, 2012). Znotraj celice se LK lahko pre-
našajo na relativno dolge razdalje. Prenašanje poteka po mikrotubulih (Welte in sod., 
1998) s pomočjo motornih proteinov dineinov, ki so prisotni na površini LK (Bostrom in 
sod., 2005).        
    
Shranjevanje TAG v LK poteka v vseh celicah, v največji meri pa v adipoznem tkivu, 
tankem črevesju in jetrih. Z izjemo enterocitov tankega črevesa in adipocitov je temeljni 
gradnik za TAG glicerol. Le-ta je zaestren s tremi MK, ki so večinoma nasičene. Glicerol 
najprej fosforilira encim glicerol-kinaza, tako da nastane glicerol-3-fosfat (Brito in sod., 
1999, cit. po Kalhan in sod., 2001). Nato se s pomočjo encimov preko niza reakcij dodajo 
tri MK, da pride do nastanka TAG. Adipociti ne izražajo glicerol-kinaze, vlogo temelj-
nega gradnika TAG pri njih igra dihidroksiaceton-fosfat (DHAP), ki nastane med gliko-
lizo. Adipociti za shranjevanje MK v obliki TAG torej potrebujejo glukozo, ki jo oksidi-
rajo in pridobijo DHAP. Slednji služi kot gradnik za TAG tudi pri drugih tkivih, vendar 
v veliko manjši meri kot glicerol. V tankem črevesu se TAG, pridobljen iz hrane, hidro-
lizira v MK in monoacilgliceride (MAG), ki se privzamejo v enterocite. MAG v teh celi-
cah služi kot osnovni gradnik za nastanek TAG (Kalhan in sod., 2001).  
 
LK so torej prisotne v vseh vrstah celic, vendar je vse več dokazov, da jih je v rakavih 
celicah več kakor v celicah zdravih tkiv. To so npr. opazili pri adenokarcinomu debelega 
črevesa in črevesnih epitelijskih celicah po transformaciji s H-Ras V12. Odkrili so, da se 
pri rakavih celicah ciklooksigenaza 2 in prostaglandin-sintaza preneseta v LK, kar kaže 
na to, da bi lahko bile te strukture vključene v regulacijo patogeneze raka preko nastanka 
signalnih lipidov (Accioly in sod., 2008, cit. po Santos in Schulze, 2012). Pucer in sode-
lavci (2013) so odkrili pomembno vlogo LK tudi pri preživetju visoko tumorigenih celic 
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raka dojke MDA-MB-231. LK so celicam omogočile preživetje ob indukciji metabolič-
nega stresa, in sicer preko zagotavljanja energije, osnovnih gradnikov ter preko vpliva na 
celično signalizacijo (Pucer in sod., 2013).  
2.6.4 Lipoliza    
Lipoliza predstavlja pomemben del lipidnega metabolizma. Definirana je kot proces raz-
gradnje TAG, pri katerem nastanejo glicerol in proste MK. Razgradni produkti lipolize 
služijo kot energijski substrati, lahko nastopajo kot ključni prekurzorji za sintezo lipidov 
in membran ali kot mediatorji pri procesih celične signalizacije. Proces lipolize se najpo-
gosteje odvija v belem in rjavem maščobnem tkivu, zaradi izjemno pomembne vloge pri 
vzdrževanju lipidne in energijske homeostaze, pa je sicer lipoliza pomembna v vseh tki-
vih (Lass in sod., 2011).   
 
V organizmu se pojavljajo trije tipi lipolize: gastrointestinalna, ki katabolizira maščobe 
iz hrane; vaskularna, ki hidrolizira TAG, vezane na lipoproteine; ter znotrajcelična, ki 
katalizira razgradnjo TAG, shranjenih v LK, bodisi z namenom izločanja MK iz celic in 
prenos po krvi do drugih tkiv (maščobno tkivo) ali za njihov metabolizem (ostala tkiva). 
Znotrajcelična lipoliza TAG zahteva delovanje nevtralnih, citosolnih lipaz (optimalen pH 
za delovanje okoli 7) ali kislih lipaz, prisotnih v lizosomih (optimalen pH 4–5) (Zechner 
in sod., 2012).    
 
Nevtralna hidroliza TAG v MK in glicerol vključuje 3 zaporedne korake z vsaj tremi 
različnimi encimi. Adipozna triglicerid-lipaza (ang. »adipose triglyceride lipase«; ATGL) 
katalizira začetno stopnjo lipolize, ko pretvori TAG v diacilglicerol (DAG). Sledi delo-
vanje od hormonov odvisne lipaze (ang. »hormone-sensitive lipase«; HSL), ki hidrolizira 
DAG v monoacilglicerol (MAG), nazadnje MAG-lipaza (MGL) hidrolizira MAG. V 
maščobnem tkivu sta ATGL in HSL odgovorna za 90 % hidrolize TAG (Schweiger in 
sod., 2006, cit. po Zechner in sod., 2012), pri nekaterih drugih tkivih pa je njuna ekspresija 
precej nizka, zato se poraja vprašanje, ali so za učinkovito lipolizo odgovorne še druge 
lipaze (Zechner in sod., 2012).       
 
Izražanje ATGL se poveča ob delovanju agonistov receptorja, aktiviranega s proliferator-
jem peroksisomov (ang. »peroxisome proliferator-activated receptor«; PPAR), glukokor-
tikoidov in pri stradanju, medtem ko inzulin in vnos hrane njegovo ekspresijo zmanjšata. 
Ekspresijo ATGL zmanjša tudi signalizacija mTORC1 (Chakrabarti in sod., 2010; cit. po 
Zechner in sod., 2012). Podobne vzorce ekspresije kot ATGL kaže tudi HSL (Zechner in 
sod., 2012).    
 
Študije so pokazale, da so nekatere spremembe v procesu lipolize povezane s patološkimi 
stanji. Nomura in sodelavci (2010) so opazili povezavo med visoko stopnjo ekspresije 
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MGL in onkogenimi lastnostmi agresivnih tumorskih celičnih linij pri sesalcih. Lipoli-
tično signalizacijo so povezali tudi s kaheksijo (izrazita izguba telesne mase, povezana z 
boleznimi) (Nomura in sod., 2010). Das in sodelavci (2011) so pokazali, da so bile miši, 
ki so imele nizko stopnjo ekspresije ATGL, varne pred izgubo teže, sicer inducirane s 
strani tumorja. Podobno situacijo so opazili pri miših z zmanjšano ekspresijo HSL (Das 
in sod., 2011).  
2.6.5 -oksidacija       
Glede na molekulsko maso proizvedejo MK več ATP kot ogljikovi hidrati in so zato za-
želeno hranilo za shranjevanje v času izobilja in za porabo v času pomanjkanja hranil 
(Carracedo in sod., 2013).   
 
V času pomanjkanja hranil tako pride do pridobivanja energije iz MK, in sicer preko pro-
cesa -oksidacije. Le-ta, v primeru MK z lihim številom atomov, poteče v peroksisomih, 
sicer pa v mitohondrijih. -oksidacija oziroma oksidacija MK je sestavljena iz zaporedja 
cikličnih reakcij, katerih rezultat je krajšanje MK (2 ogljikova atoma na cikel) ter sinteza 
NADH, FADH2 in acil-CoA v vsakem ciklu. NADH in FADH2 lahko dalje sodelujeta v 
elektronski transportni verigi za sintezo ATP, Ac-CoA pa se vključi v Krebsov cikel, kjer 
nastane citrat, ki sodeluje v nadaljnjih reakcijah za produkcijo NADPH. Slednji je ključen 
za preprečevanje oksidativnega stresa. -oksidacija v zdravem organizmu v glavnem po-
teka v energijsko potratnih tkivih (kot so srce in skeletne mišice) ter v jetrih (Carracedo 
in sod., 2013), pri rakavih celicah pa se pojavlja kot eden izmed mehanizmov preživetja 
celic.  
 
Metabolično reprogramiranje rakavih celic sicer kaže povišanje anaboličnih aktivnosti, 
vendar v nekaterih primerih pride do pomanjkanja energije, zato naraste potreba po raz-
gradnji zalog. To se zgodi predvsem v stresnih razmerah, kot so pomanjkanje hranil (stra-
danje) ter izguba stika z zunajceličnim matriksom. Takrat je celica prikrajšana za privzem 
in katabolizem glukoze, kar privede do zmanjšanja ATP, NADPH (kot rezultat zmanjša-
nja sinteze preko PPP) in do povečane produkcije reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS). V 
takih razmerah ima povišanje stopnje oksidacije MK pomembno vlogo za preživetje teh 
celic (Carracedo in sod., 2013).    
 
Novejše raziskave razkrivajo vse več povezav med -oksidacijo in rakom. Celicam raka 
prostate osrednji vir energije, kljub razpoložljivosti glukoze, predstavlja oksidacija MK 
(Liu, 2006, cit. po Santos in Schulze, 2012). Povišana stopnja mitohondrijske oksidacije 
MK je povezana tudi z napredovanjem tumorja pankreasa (Khasawneh in sod., 2009, cit. 
po Santos in Schulze, 2012). Inhibicija -oksidacije inducira apoptozo celic levkemije in 
glioblastoma (Samudio in sod., 2010; Pike in sod., 2010, cit. po Santos in Schulze, 2012). 
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Farmakološka aktivacija -oksidacije pa lahko reši glukozno odvisne Akt-transformirane 
celice (Buzzai in sod., 2005; cit. po Santos in Schulze, 2012).   
2.7  SEKRETORNE FOSFOLIPAZE A2 
2.7.1 Klasifikacija sPLA2 
Na številne procese lipidnega metabolizma vplivajo encimi iz skupine fosfolipaz. Fosfo-
lipaze namreč hidrolizirajo fosfolipide, pri čemer se sproščajo MK ter druge lipofilne 
substance, ki posredno ali neposredno sodelujejo pri različnih celičnih procesih. Med 
fosfolipaze uvrščamo fosfolipaze A, fosfolipaze B, fosfolipaze C ter fosfolipaze D. Med 
seboj se razlikujejo po strukturi, funkciji, načinu delovanja, načinu regulacije ter po mestu 
delovanja cepitve fosfolipidov. Slednje predstavlja podlago za njihovo klasifikacijo (Den-
nis in sod., 1994). 
 
 
Slika 7: Mesto cepitve različnih fosfolipaz. Različne skupine fosfolipaz imajo različno mesto delovanja 
na fosfolipidno molekulo (Dongol in sod., 2014: 52).  
 
Poznamo dva tipa fosfolipaz A. Fosfolipaze A1 prepoznajo in hidrolizirajo estrsko vez 
sn-1, fosfolipaze A2 pa estrsko vez sn-2 fosfolipidov. Fosfolipaze A2 (PLA2) nadalje de-
limo na več tipov: citosolne PLA2 (cPLA2), od kalcija neodvisne PLA2 (ang. »calcium-
independent PLA2«; iPLA2), acetil-hidrolaze aktivacijskega dejavnika za trombocite 
(ang. »platelet activating factor acetylhydrolase«; PAF-AH), lizosomske PLA2 (LPLA2), 
adipozne PLA2 (AdPLA2) ter sekretorne PLA2 (sPLA2). 
 
Sekretorne PLA2 lahko nadalje razdelimo na več skupin. Do sedaj so odkrili 9 človeških 
in 10 mišjih genov, ki kodirajo sPLA2 z encimsko aktivnostjo. Na tej osnovi jih uvrščamo 
v skupine IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X in XIIA. sPLA2 iz skupine IIC se izraža le 
pri miših, pri človeku pa je prisotna v obliki psevdogena (Murakami in Lambeau, 2013, 
cit. po Pucer in sod., 2014). Dodatno pa sesalski genom vsebuje še 2 gena, ki kodirata 
proteina s strukturo, podobno sPLA2 (XIIB ter otokonin-90) (Lambeau in Gelb, 2008). 
Slednja ne kažeta encimske aktivnosti, lahko pa delujeta kot liganda za specifične celične 
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tarče. Različne skupine sPLA2 so dobile ime glede na vzorec razporeditve disulfidnih vezi 
znotraj encimske molekule ter glede na vrstni red odkritja v primerjavi z drugimi PLA2 
(Lambeau in Gelb, 2008).    
  
sPLA2 različnih skupin se med seboj razlikujejo po različnih tkivnih in celičnih vzorcih 
ekspresije, po strukturi, načinu izločanja, encimski aktivnosti in sposobnosti vezave na 
različne receptorje (Murakami, 2014, cit. po Brglez in sod., 2014). Prav tako kažejo spe-
cifične preference za vezavo na in hidrolizo različnih tipov fosfolipidov (Murakami, 
2014, cit. po Brglez in sod., 2014).  
2.7.2 Strukturne lastnosti sPLA2  
sPLA2 so encimi z relativno nizko molekularno maso, ki znaša okoli 16 kDa. Izjema so 
encimi skupine III, katerih molekularna masa je okoli 55 kDa (Six in Dennis, 2000, cit. 
po Burke in Dennis, 2009). Imajo več disulfidnih vezi, kar jim omogoča visoko stopnjo 
stabilnosti (slika 7). Delovanje sPLA2 je odvisno od Ca
2+, njegova koncentracija, po-
trebna za uspešno katalizo, pa je odvisna od strukture fosfolipida, ki ga encim katalizira 
(Murakami in Lambeau, 2013, cit. po Pucer in sod., 2014).  
2.7.3 Encimsko delovanje sPLA2 
sPLA2 v naravi najdemo v strupih različnih vrst kač, čebel, ožigalkarjev ter škorpijonov, 
pri sesalcih pa v pankreasnem soku, sinovialni tekočini ter v mnogih drugih tkivih (Six 
in Dennis, 2000, cit. po Burke in Dennis, 2009). Izločajo jih številne celice, njihovo de-
lovanje pa poteka na avtokrin ali parakrin način (Murakami in sod., 2011, cit. po Brglez 
in sod., 2014).    
 
sPLA2 imajo bodisi vlogo encima bodisi liganda. Kot ligandi se lahko vežejo na številne 
topne in membranske vezavne proteine in na ta način v celici sprožijo specifične signalne 
procese. Encimsko vlogo pa sPLA2 opravljajo na različnih substratih, tako celičnih kot 
neceličnih. Med slednje prištevamo mikrovezikle, pljučne surfaktante, lipoproteine, mi-
krobne membrane in fosfolipide v hrani. Med celične substrate sPLA2 pa prištevamo 
predvsem membranske fosfolipide (Murakami in sod., 2010, cit. po Pucer in sod., 2014). 
Zaradi potrebe po visoki koncentraciji Ca2+ delujejo sPLA2 na membrane predvsem z zu-
nanje strani celice (Murakami in sod., 2010, cit. po Pucer in sod., 2014). sPLA2 so vodo-
topni encimi, za hidrolizo fosfolipidov pa se morajo adsorbirati na medfazno oz. stično 
površino membrane. Ko je vezava stabilna, lahko pride do več zaporednih katalitskih re-
akcij brez desorpcije encima v vodno fazo (Lambeau in Gelb, 2008, cit. po Pucer in sod., 
2014). 
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Slika 8: Delovanje sPLA2 na fosfolipidni dvosloj celične membrane. Rumene pike predstavljajo fosfatne 
skupine fosfolipidov, rdeče pike začetek hidrofobnega dela fosfolipidov, črne pa sredico fosfolipidnega 
dvosloja (Wikipedia, 2007). 
 
Posamezen tip sPLA2 encimsko najbolje deluje na določenem tipu substrata. Na to vpli-
vata dva faktorja, in sicer sposobnost oz. afiniteta encima za vezavo na določeno mem-
bransko površino ter relativna hitrost hidrolize določenih fosfolipidnih substratov (Gho-
mashchi in sod., 1991, Lambeau in Gelb, 2008). Encimi večine skupin sPLA2 imajo naj-
večjo afiniteto za vezavo na anionske fosfolipide, medtem ko sPLA2 skupin V in X poleg 
anionskih kažejo visoko afiniteto tudi za hidrolizo zwitterionskih fosfolipidov (Singer in 
sod., 2002, cit. po Lambeau in Gelb, 2008).       
 
Hitrost in učinkovitost razgradnje celične membrane sta odvisni tudi od drugih faktorjev. 
Raziskave kažejo, da so membrane apoptotičnih in poškodovanih celic veliko bolj do-
vzetne za hidrolizo sPLA2 kakor membrane zdravih celic (Atsumi in sod., 1997, cit. po 
Gibbons in sod., 2012). Vzrok za to se skriva v perturbacijah fosfolipidnega dvosloja, ki 
povzročijo fizikalne spremembe membrane in večjo dostopnost fosfolipidov za encimsko 
hidrolizo (Bailey in sod., 2007; Harris in sod., 2001; Smith in sod., 2001; Best in sod., 
2002; Jensen in sod., 2005; Bailey in sod., 2009, cit. po Gibbons in sod., 2013).   
 
Delovanje sPLA2 je največkrat povezano s sprostitvijo MK, predvsem arahidonske kisline 
(ang. »arachidonic acid«; AA). AA se lahko nadalje s pomočjo različnih encimov (ciklo-
oksigenaz (COX), lipooksigenaz (LOX) in citokroma P450) pretvori v lipidne mediatorje 
eikozanoide (prostaglandini (PG), tromboksani, levkotrieni), ki so vpleteni v številne ce-
lične procese, povezane tudi s tumorigenezo in metastaziranjem (Park in sod., 2012). Po-
leg AA se pod vplivom delovanja sPLA2 sprošča še kopica drugih bioaktivnih lipidov, 
kot so mono- in polinenasičene MK (ang. »polyunsaturated fatty acids«; PUFA), vključno 
z oleinsko kislino (ang. »oleic acid«; OA), linolensko kislino (ang. »linoleic acid«; LA) 
in drugimi omega-3 PUFA, ter  lizofosfolipidi, med katerima sta najpomembnejša lizo-
fosfatidna kislina (ang. »lysophosphatidic acid«; LPA) in lizofosfatidilholin (ang. 
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»lysophosphatidylcholine«; LPC). Večina teh lipidov ima v celicah bodisi neposredno 
bodisi posredno v obliki biosinteznih prekurzorjev pomembno signalno vlogo (Murakami 
in sod., 2011, cit. po Brglez in sod., 2014).    
2.7.4 Vloga in mehanizem delovanja sPLA2 pri raku 
Številne študije so v zadnjem desetletju pokazale, da je poleg Warburgovega efekta in 
reprogramiranega metabolizma glutamina, reprogramiran metabolizem lipidov ključna 
metabolična sprememba, ki rakavim celicam omogoča preživetje ter hitro rast in delitev 
(Kroemer in sod., 2008; Hanahan in Weinberg, 2011; Ward in Thompson, 2012; Santos 
in Schulze, 2012; cit. po Brglez in sod., 2014). Do sprememb v lipidnem metabolizmu 
pride predvsem pri razpoložljivosti MK, stopnji lipolize, stopnji hidrolize membranskih 
fosfolipidov, shranjevanju in β-oksidaciji MK (Kamphorst in sod., 2013; Santos in 
Schulze, 2012; Hilvo in sod., 2011; Zechner in sod., 2012; cit. po Brglez in sod., 2014). 
Vpliv na regulacijo teh procesov imajo tudi sPLA2. Njihovo izražanje je spremenjeno pri 
številnih tipih rakavih celic (Connolly in Stearns, 2012; cit. po Brglez in sod., 2014), prav 
tako pa jih izražajo okoliške stromalne celice in celice imunskega sistema na primarnem 
ali sekundarnem mestu nastanka tumorja (Li in sod., 2010; cit. po Brglez in sod., 2014). 
sPLA2 tako bodisi avtokrino bodisi parakrino delujejo na tumorske celice. Obnašajo se 
lahko kot ligandi za različne receptorje, kot encimi za hidrolizo membranskih fosfolipi-
dov ali pa hidrolizirajo zunajcelične fosfolipidne substrate in na tak način regulirajo raz-
položljivost MK in lizofosfolipidov v tumorskem mikrookolju (Pucer in sod., 2013; 
Kamphorst in sod., 2013; Nieman in sod. 2011; cit. po Brglez in sod., 2014). Na tumor 
pa lahko delujejo tudi posredno, in sicer preko sprememb mikrookolja z indukcijo vnetnih 
procesov (Brglez in sod., 2014).       
2.7.4.1 Vloga encimske aktivnosti pri delovanju sPLA2 na rakave celice  
Kot rečeno, encimsko delovanje sPLA2 vodi do sproščanja različnih MK in lizofosfolipi-
dov, ki lahko sprožajo številne metabolične in signalne spremembe v tumorskih celicah 
(Brglez in sod., 2014). Največkrat je v tem kontekstu omenjena povezava med AA in 
povišano tumorigenostjo celic. AA, ki je eden glavnih produktov delovanja sPLA2, se 
pretvori v lipidne mediatorje eikozanoide, ki so vpleteni v številne fiziološke in predvsem 
imunopatološke procese. Povišano količino PG in levkotrienov so opazili pri številnih 
tipih raka (Harizi in sod., 2008; Wang in Dubois, 2010; cit. po Brglez in sod., 2014). Prav 
tako so s tumorigenezo povezali povišano stopnjo izražanja encima COX-2, ki katalizira 
prvi korak pretvorbe AA v PG (Gupta in DuBois, 2001; Ristimäki in sod., 2002; Ulrich 
in sod., 2006; cit. po Brglez in sod., 2014). Nekateri encimi sPLA2, predvsem skupine X, 
pri svojem delovanju v največji meri sproščajo AA, ki se nadalje pretvorijo v eikozanoide, 
vključno z mitogenim protaglandinom E2 (PGE2) (Wang in DuBois, 2010; Murakami in 
sod., 2011; cit. po Brglez in sod., 2014).  
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Po drugi strani imajo lahko nekateri produkti hidrolize sPLA2 tudi protivnetne učinke 
(Murakami in sod., 2011; cit. po Brglez in sod., 2014) in bi verjetno lahko  s tem prevzeli 
tumor supresorsko vlogo. Takšne so npr. omega-3 PUFA, ki so prekurzorji za sintezo 
protivnetnih mediatorjev resolvinov, protektinov in maresinov (Greene in sod., 2011; 
Serhan, 2014; cit. po Brglez in sod., 2014).    
 
Povišanje ekspresije različnih človeških sPLA2 so ugotovili pri raku debelega črevesa, 
dojke, želodca, požiralnika, jajčnikov in prostate (Scott, 2010, cit. po Brglez in sod., 
2014). Najbolj preučena tipa sPLA2 sta človeški sPLA2 skupin IIA in X, ki kažeta visoko 
encimsko aktivnost ter visoko stopnjo izražanja v različnih tkivih. Večina dosedanjih raz-
iskav so opravili in vitro ali in vivo na mišjih modelih (Brglez in sod., 2014). Natančne 
vloge sPLA2 še niso popolnoma pojasnjene, vemo pa, da se razlikujejo glede na tip sPLA2 
ter glede na tip tkiva, kjer delujejo. Tako na primer encim sPLA2 skupine IIA deluje pro-
tumorigeno pri raku prostate, požiralnika in pljuč (Sved in sod., 2004; Mauchley in sod., 
2010; Dong in sod., 2010, cit. po Brglez in sod., 2014), pri raku želodca pa anti-tumori-
geno (Ganesan in sod., 2008, cit. po Pucer in sod., 2013). Človeška sPLA2 skupine X 
(hGX sPLA2) stimulira proliferacijo celic raka debelega črevesa (Surrel in sod., 2009, cit. 
po Pucer in sod., 2013), prav tako pa nedavne raziskave kažejo, da vpliva na preživetje 
celic raka dojke (Pucer in sod., 2013).       
 
Pucer in sodelavci so v raziskavi leta 2013 pokazali, da hGX sPLA2 z encimskim delova-
njem na membranskih fosfolipidih celic visoko tumorigenega raka dojke MDA-MB-231 
povzročijo sproščanje MK, le-te pa se nadalje porabijo za sintezo LK. Delovanje hGX 
sPLA2 prav tako povzroči spremembe v izražanju ključnih lipogenih in -oksidacijskih 
encimov, aktivacijo z AMP-aktivirane proteinske kinaze (AMPK) in signalne poti 
PI3K/Akt. Takšne celične spremembe vodijo v proliferacijo celic MDA-MB-231 ob pri-
sotnosti seruma ter omogočajo njihovo preživetje v razmerah pomanjkanja hranil in rast-
nih faktorjev (Pucer in sod., 2013).   
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3 MATERIAL IN METODE 
 
• Barvilo nilsko rdeče (Sigma-Aldrich, ZDA)  
• Barvilo TMRM (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• Barvilo YO-PRO-1 (Thermo Fisher Scientific, ZDA) 
• BSA (goveji serumski albumin, očiščen ≥ 96 % MK, kat. št.: A8806, Sigma-Aldrich, 
ZDA)  
• BSA (goveji serumski albumin, očiščen  ≥ 97% MK, kat. št.: A7511, Sigma-Aldrich, 
ZDA) 
• Celična kultura CaCo-2 (ATCC, ZDA) 
• Celična kultura HeLa (klon H2, John V. Moran, Howard Hughes Medical Institute, 
ZDA) 
• Celična kultura MDA-MB-231 (ATCC, ZDA)  
• Celična kultura SH-SY5Y (darilo doc. dr. Vere Župunski, FKKT) 
• DMSO (Merck, Nemčija)  
• DPBS (brez kalcija in magnezija, kat. št. 14190-169, Thermo Fisher Scientific, ZDA)  
• FBS (serum govejega zarodka, Life Technologies, ZDA)  
• Gojišče RPMI-1640 (kat. št. 30-2001, ATCC, ZDA)  
• Gojišče DMEM + Glutamax (Gibco, ZDA) 
• Gojišče RPMI-1640 (brez glukoze in L-glutamina, kat. št. 01-101-1A, Biological In-
dustries, Izrael) 
• hGX sPLA2, rekombinantno pripravljen encim (Rajh, 2013) 
• Oleinska kislina (Merck, Nemčija)  
• Raztopina antibiotikov in antimikotikov (Gibco, ZDA) 
• TrypLE Select (Gibco, ZDA)  
• Tripan modro (Sigma-Aldrich, Nemčija)  
 
25 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
3.1 ODMRZOVANJE CELIC 
Poskuse smo izvajali na štirih celičnih linijah različnih vrst raka, in sicer: 
 
1 Celična linija MDA-MB-231 predstavlja človeški trojno negativni, bazalni, visoko 
invazivni in tumorigeni adenokarcinom dojke. Celice ne izražajo receptorjev za 
estrogen, progesteron in receptorjev za človeški epidermalni rastni faktor tipa 2 (Her-
2) (Corkery in sod., 2009). Celice so visoko metastatične in imajo v normoksičnih 
razmerah visoko stopnjo glikolitične aktivnosti (Robey in sod., 2005). Mitohondrij-
ska DNA ima specifične mutacije, zaradi česar je zmanjšan oksidativni metabolizem 
celic (Mqoco in sod., 2013).      
2 Celična linija CaCo-2 izhaja iz človeškega heterogenega epitelnega kolorektalnega 
adenokarcinoma (Fogh in sod., 1975). Celice se v celični kulturi spontano diferenci-
rajo, tako da tvorijo enojno plast celic s podobnimi morfološkimi in funkcionalnimi 
lastnostmi kot zreli enterociti (Pinto in sod., 1983). Na izražanje teh lastnosti vplivajo 
pogoji gojenja celic (Sambuy in sod., 2005).  
3 HeLa predstavlja celično kulturo človeškega raka materničnega vratu (Scherer in 
sod., 1953). Je najstarejša in najpogosteje uporabljena človeška celična kultura 
(Rahbari in sod., 2009). Kultura je adherentna, rast in proliferacija celic HeLa pa sta 
zelo hitri.    
4 SH-SY5Y predstavlja celično kulturo človeškega nevroblastoma. Imajo veliko po-
dobnosti z dopaminergičnimi nevroni, zato se veliko uporabljajo v raziskovalne na-
mene nevrodegenerativnih bolezni (Ross in sod., 1983). Celična kultura SH-SY5Y 
vključuje tako adherentne kot plavajoče celice, oboje viabilne (Kovalevich in 
Langford, 2013).   
   
Celice smo najprej odmrznili. Shranjene so bile v kriogenih vialah v Dewarjevi posodi, 
napolnjeni s tekočim dušikom. Pred odmrzovanjem smo si pripravili plastenki dveh veli-
kosti, in sicer T-25 (25 cm2) ter T-75 (75 cm2), obe zapolnjeni z ustreznim kompletnim 
gojiščem, ki smo mu dodali 0,01 % (v/v) raztopine antibiotikov in antimikotikov. Vsebino 
plastenk smo ogreli na temperaturo 37 °C. Ustrezno vialo s celicami smo vzeli iz posode 
in jo rahlo stresali v ogreti vodni kopeli (T = 37 °C), dokler se vsebina viale ni odtajala. 
Eno četrtino suspenzije celic smo nato hitro prenesli v predhodno pripravljeno plastenko 
T-25, tri četrtine suspenzije pa v plastenko T-75.  
 
3.2 GOJENJE CELIČNIH KULTUR 
Vse celične linije smo gojili v inkubatorju pod standardiziranimi pogoji, ki so vključevali 
temperaturo 37 °C in atmosfero s 5 % CO2. Za gojenje celičnih linij CaCo-2, SH-SY5Y 
in HeLa smo uporabljali medij DMEM + Glutamax, ki smo ga obogatili z dodatkom 10 
% (v/v) FBS, medtem ko smo celice MDA-MB-231 gojili v mediju RPMI-1640, prav 
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tako z dodatkom 10 % (v/v) FBS. Po odmrznitvi smo celicam v prvih dveh do treh pasa-
žah dodajali še 0,01 % (v/v) raztopine antibiotikov in antimikotikov, da bi preprečili raz-
voj morebitne okužbe med postopkom odmrzovanja. Celice MDA-MB-231 smo gojili do 
približno 50. pasaže, nato smo jih zavrgli in odmrznili v nižjih pasažah.    
 
3.3 PRECEPLJANJE CELIC 
Pri odločitvah o gostoti in pogostosti precepljanja celic posameznih celičnih linij smo 
upoštevali priporočila ATCC in lastna opazovanja hitrosti delitev celic. Nato smo, za za-
gotovitev konstantnih razmer gojenja celic, le-te zmeraj precepljali v enakomernih časov-
nih razmikih, ki so bili za vsako celično linijo specifični. Celice MDA-MB-231 smo pre-
cepljali na 3–4 dni v razmerju 1:4, celice CaCo-2 na 3–4 dni v razmerju 1:5, celice SH-
SY5Y smo precepljali na 2–3 dni v razmerju 1:10, celice HeLa pa na 2–3 dni v razmerju 
1:20.  
 
Precepljanje se je pričelo s previdno odstranitvijo starega gojišča, za tem smo celice sprali 
s pufrom DPBS. Celicam smo dodali ustrezen volumen raztopine TrypLE Select in pla-
stenko s celicami za približno 3 min položili v inkubator, kar je omogočilo odlepitev celic 
od podlage plastenke. Za inaktivacijo proteaz v raztopini TrypLE Select smo dodali ustre-
zen volumen svežega gojišča, s pipeto nežno premešali, da so se vse celice odlepile od 
podlage in nato ustrezen del suspenzije celic prenesli v novo plastenko. Dodali smo jim 
sveže gojišče in novo plastenko s celicami postavili v inkubator.  
 
3.4 ŠTETJE Z NEUBAUERJEVO KOMORO  
Pri poskusih smo potrebovali točno določeno gostoto celic. Prešteli smo jih s pomočjo 
hemocitometra (Neubauerjeve števne komore). Za pripravo na štetje smo celice najprej 
obdelali po protokolu za precepljanje (poglavje št. 3.3), po inaktivaciji TrypLE Select-a 
z medijem pa smo odvzeli 20 µl suspenzije celic, ki smo jo dobro pomešali z 20 µl barvila 
tripan modro (0,4 % (m/v)). Deset µl mešanice suspenzije celic in barvila smo nato pre-
nesli v števno komoro in celice opazovali pod mikroskopom. Mrtve celice prepuščajo 
barvilo in se obarvajo modro, kar nam je omogočilo razločevanje mrtvih od živih celic, 
ki so ostale neobarvane. Celice smo prešteli v dveh komorah, v vsaki smo jih šteli v štirih 
vogalnih kvadrantih. Če je bilo število preštetih celic nizko, smo jih prešteli še v preosta-
lih petih kvadrantih. Šteli smo jih po vzorcu, prikazanem na sliki 9.   
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Slika 9: Način štetja s hemocitometrom. Na sliki je prikazana mreža hemocitometra z 9 kvadranti. Najprej 
smo celice prešteli v robnih štirih kvadrantih, po potrebi pa še v preostalih petih. Črne pike na drugi sliki 
prikazujejo celice, ki smo jih vključili v štetje, puščice na tretji sliki prikazujejo smer štetja na mreži (Atlas-
sian Confluence 5.9.11, 2010).   
 
Po štetju smo najprej izračunali število celic na kvadrant, nato pa koncentracijo celic na-
šega vzorca (izraženo v št. celic/ml) po naslednjem modelu:  
 
 
š𝑡.  𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐
š𝑡.  𝑘𝑣𝑎𝑑𝑟𝑎𝑛𝑡𝑜𝑣 
  x 104 x 2 = št. celic/ml, 
… (1) 
 
kjer je:  
• 104: volumen kvadranta (0,0001 ml) 
• 2: faktor redčenja vzorca z barvilom tripan modro   
 
3.5 PRIPRAVA CELIC ZA POSKUS 
Celice smo po določitvi koncentracije v našem vzorcu razredčili glede na število celic, ki 
smo jih potrebovali za določen poskus. Nato smo jih nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami. 
Površina dna posamezne vdolbinice take plošče je 191 mm2, vsako vdolbinico smo na-
polnili s 500 µl celične suspenzije.     
 
3.6 DOLOČANJE KOLIČINE LIPIDNIH KAPLJIC S POMOČJO PRETOČNE CI-
TOMETRIJE 
Vpliv delovanja hGX na število LK smo določali v celicah MDA-MB-231, CaCo-2, SH-
SY5Y ter HeLa. Pri vseh celičnih linijah smo ravnali po enakem postopku. Celice smo 
nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami v številu 3 x 104 celic/vdolbinico (približno 157 
celic/mm2). Vzorce smo pripravili v dvojnikih (slika 10). Po 24 h smo celicam medij 
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odstranili ter dodali sveže pripravljene redčitve hGX sPLA2 in oleinske kisline (ang. 
»oleic acid«; OA) v kompletnem mediju (medij + FBS), tj. mediju, uporabljenem za go-
jitev posamezne celične linije. Rekombinantni  encim hGX sPLA2 smo uporabili v dveh 
koncentracijah, in sicer v 1 nM ter 10 nM, OA pa v 100 µM koncentraciji. OA se je v 
poskusih rabila kot pozitivna kontrola, saj so v številnih predhodnih raziskavah pokazali, 
da pri MDA-MB-231 in nekaterih drugih celičnih linijah raka dojke OA omogoča nasta-
nek TAG, ki se kopičijo v LK (Przybytkowsky in sod., 2007, cit. po Pucer, 2014). Prav 
tako je OA ena najbolj pogostih MK v fosfolipidih celičnih membran (Dória in sod., 2013, 
cit. po Pucer, 2014) in eden glavnih produktov encimskega delovanja hGX na celične 
membrane (Murakami in sod., 2011, cit. po Pucer, 2014).    
 
 
 
Slika 10: Razporeditev različnih parametrov izpostavitve celic na plošči s 24 vdolbinicami. Celice smo 
za poskus nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami in jih tretirali z 1 nM hGX, 10 nM hGX ter 100 µM OA. 
Neizpostavljene celice so predstavljale kontrolo. Vse poskuse smo izvedli v dvojnikih. 
 
Po 48 h inkubacije smo medij iz vsake vdolbinice gojitvene plošče prenesli v steklene, 
predhodno označene, 5 ml epruvete za pretočno citometrijo. Celice smo nežno sprali z 
250 µl DPBS ter uporabljni pufer prav tako prenesli v steklene epruvete. V vsako vdolbi-
nico plošče smo nato dodali 60 µl TrypLE Select ter ploščo za približno 3 min postavili 
v inkubator. Po inkubaciji smo TrypLE Select inaktivirali z dodatkom 500 µl komplet-
nega medija. Vsebino vsake vdolbinice smo s pipeto previdno mešali tako dolgo, da so 
se vse celice vidno odlepile od podlage. Suspenzijo celic smo prenesli v ustrezno stekleno 
epruveto ter jih centrifugirali 10 min s pospeškom 300 g na sobni temperaturi. Po centri-
fugiranju smo celicam odstranili supernatant in jih resuspendirali v 300 µl raztopine flu-
orescenčnega barvila nilsko rdeče (1 µg/ml). Nilsko rdeče obarva nevtralne lipide. Vzorce 
smo pokrili z aluminijasto folijo in jih pustili 10 min v temi, na sobni temperaturi, da se 
obarvajo. Nato smo jih prestavili na led in jih analizirali na pretočnem citometru (laser 
488 nm, filter FL-1 530/30 nm). Analizo smo izvedli na 20.000 celicah/vzorec. Vsak po-
skus smo ponovili vsaj dvakrat.  
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3.7 DOLOČANJE DELEŽA APOPTOTSKIH CELIC S TESTOM TMRM/YO-PRO-
1 S POMOČJO PRETOČNE CITOMETRIJE 
Delež apoptotskih celic v posamezni populaciji smo ugotavljali s testom TMRM/YO-
PRO-1, ki temelji na fluorescenčni detekciji integritete mitohondrijev in plazemske mem-
brane. Uporabili smo celice SH-SY5Y, CaCo-2 in MDA-MB-231. Celice smo 24 h po 
nacepitvi v kompletnem mediju najprej za 24 h »predstradali«, nato pa za določen čas 
»stradali« ob dodatku hGX in OA ter na koncu opazovali stopnjo apoptoze (slika 11). V 
poskusih smo uporabili različne razmere predstradanja in stradanja, ki so glede na upo-
rabljeno celično linijo podrobneje opisane v nadaljevanju v poglavjih 3.7.1–3.7.3. 
 
 
Slika 11: Časovni prikaz poteka poskusa, pri katerem smo določali delež apoptoskih celic. Celice smo 
nacepili in jih za 24 h gojili v kompletnem mediju. Nato smo medij zamenjali z medijem za predstradanje 
(odvisno od vrste poskusa) ter celice gojili nadaljnjih 24 h. Medij smo nato zamenjali z medijem za strada-
nje in celice izpostavili  hGX in OA za čas, odvisen od vrste poskusa. 
3.7.1 Stradanje celic z odvzemom seruma pri celičnih linijah MDA-MB-231, SH-
SY5Y ter CaCo-2 
Celice smo nacepili na ploščo s 24 vdolbinicami pri gostoti 6 x 104 celic/vdolbinico  
(približno 314 celic/mm2) in jih gojili 24 h v kompletnem mediju (medij + FBS), speci-
fičnem za posamezno celično linijo (poglavje 3.2). Po 24 h smo medij odstranili, celice 
sprali z DPBS, jim dodali svež medij brez FBS, z dodatkom 0,02 % BSA (Sigma, ZDA; 
kat. št.: 8806), ter jih inkubirali nadaljnjih 24 h. Ta korak poskusa smo poimenovali 
»predstradanje«. Sledilo je »stradanje« – medij smo ponovno odstranili ter kontrolnim 
vzorcem dodali medij z 0,02 % BSA (Sigma, ZDA; kat. št.: 7511), testnim vzorcem  
1 nM raztopino hGX v mediju z 0,02 % BSA (Sigma, ZDA; kat. št. 7511), pozitivnim 
kontrolam pa smo dodali 100 µM raztopino OA v mediju z 0,5 % BSA (Sigma, ZDA; 
kat. št. 7511). Raztopino OA smo predhodno 20 min inkubirali na sobni temperaturi v 
mediju z 0,5 % BSA (Sigma, ZDA; kat. št. 7511), da bi omogočili vezavo MK na albumin 
in preprečili njeno potencialno lipotoksičnost za celice. Vzorce smo pripravljali v dupli-
katih.  
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Čas stradanja se je med celičnimi linijami razlikoval in smo ga določili z opazovanjem 
celic s pomočjo mikroskopiranja med potekom poskusa. Ko smo pri kontrolnih celicah 
posamezne celične linije zaznali znaten delež apoptotičnih celic, smo se odločili za pre-
kinitev poskusa in analizo apoptoze. Celice SH-SY5Y smo tako pustili stradati 48 h, 
CaCo-2 144 h, MDA-MB-231 pa 96 h.  
 
Po koncu stradanja smo medij prenesli iz vsake vdolbinice plošče v predhodno ustrezno 
označene 5-mililitrske epruvete za pretočno citometrijo. Celice smo nežno sprali z  
250 µl DPBS ter uporabljen pufer prav tako prenesli v epruvete. V vsako vdolbinico smo 
nato dodali 60 µl raztopine TrypLE Select ter ploščo za 3 min postavili v inkubator. Po 
inkubaciji smo TrypLE Select inaktivirali z dodatkom 500 µl kompletnega medija. Vse-
bino vsake vdolbinice smo s pipeto previdno mešali tako dolgo, da so se vse celice vidno 
odlepile od podlage. Suspenzijo celic smo prenesli v ustrezno epruveto ter jih centrifugi-
rali 10 min s pospeškom 300 g na sobni temperaturi. Po centrifugiranju smo celicam od-
stranili supernatant in jih resuspendirali v 100 µl 150 nM raztopine TMRM v DPBS. 
Vzorce smo pokrili z aluminijasto folijo in jih pustili 15 min v temi pri sobni temperaturi. 
Nato smo vsakemu vzorcu neposredno v epruveto dodali 1 µl raztopine fluorescenčnega 
barvila YO-PRO-1 jodid (v končni koncentraciji 50 nM) in nadaljnjih 10 min vzorce in-
kubirali v temi. K celični suspenziji smo zatem dodali 200 µl DPBS z 0,1 % BSA (Sigma, 
ZDA; kat. št. 7511), jih prestavili na led in jih zatem analizirali na pretočnem citometru 
(laser 488 nm, filter FL-1 530/30 nm za YO-PRO-1 in FL-3 650LP za TMRM). Analizo 
smo izvedli na 20.000 celicah/vzorec. Vsak poskus smo ponovili vsaj dvakrat.   
3.7.2 Stradanje celic MDA-MB-231 aerobnav različnih razmerah  
Vpliv različnih razmer stradanja smo preučevali pri celični liniji MDA-MB-231. Prvi del 
poskusa je potekal po načinu, opisanem v poglavju 3.7.1. Poskusi so se med seboj razli-
kovali po mediju, uporabljenem za stradanje celic. Poskuse smo opravili v naslednjih 
medijih:  
 
• RPMI-1640, proizvajalca ATCC, (v nadaljevanju RPMI ATCC);   
• RPMI-1640 brez glukoze in L-glutamina, proizvajalca Biological Industries (v nada-
ljevanju RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln));  
• DPBS; 
• DPBS z dodatkom 0,423 mM Ca2+ (v nadaljevanju DPBS + Ca2+); 
• RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln), ki smo mu dodali različne koncentracije glukoze  
(0,05 mM, 0,5 mM, 5 mM, 12,5 mM, 25 mM); 
 
Celice smo stradali 96 h, vsak poskus pa opravili vsaj dvakrat. Preostanek poskusa je 
potekal tako, kot je opisano v poglavju 3.7.1. 
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3.7.3 Predstradanje celic MDA-MB-231 v različnih pogojih  
Poskus smo izvedli na celični liniji MDA-MB-231, opazovali pa smo vpliv različnega 
predstradanja na preživetje celic. 24 h po nacepitvi celic na plošče v kompletnem mediju 
smo celice predstradali z dodatkom različnih medijev. Uporabili smo naslednje medije:  
 
• RPMI-1640, proizvajalca ATCC (v nadaljevanju RPMI ATCC); 
• RPMI ([-] Glc, [-] Gln), ki smo mu dodali 25 mM glukozo in 2 mM L-glutamin, 
proizvajalca Biological Industries (v nadaljevanju RPMI BIO ([+] Glc, [+] Gln)); 
• RPMI BIO ([+] Glc, [-] Gln); 
• RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln). 
 
Celice smo nato stradali 96 h v gojišču RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln) in poskus dokončali 
na enak način, kot je opisano v poglavju 3.7.1.  
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4 REZULTATI 
4.1 hGX sPLA2 INDUCIRA NASTANEK LK IN PREPREČI APOPTOZO CELIC 
MDA-MB-231, KO LE-TE GOJIMO V ODSOTNOSTI SERUMA 
Pucer in sodelavci so v raziskavi leta 2013 ugotovili, da hGX sPLA2 z encimskim delo-
vanjem na membranskih fosfolipidih visoko tumorigenih celic raka dojke MDA-MB-231 
povzroči sproščanje MK, le-te pa se nadalje porabijo za sintezo LK. Za njihov nastanek 
je zadostna že subnanomolarna koncentracija hGX – učinek je najbolj izrazit pri 1 nM 
koncentraciji, ob dodatku višjih koncentracij se le malo spremeni, dokler pri 10 nM kon-
centraciji ne doseže nasičenja (Malavašič, 2016).  
 
Prav tako so Pucer in sodelavci (2013) ugotovili, da hGX s svojim encimskim delovanjem 
omogoči preživetje celic MDA-MB-231, ko jih 96 h gojimo v odsotnosti seruma. Njihovo 
preživetje so povezali s pospešitvijo oksidacije MK, spremenjeno celično signalizacijo in 
z nastankom LK.    
 
Zgoraj omenjene ugotovitve smo želeli potrditi, zato smo pri prvem poskusu (slika 12A) 
celice MDA-MB-231 izpostavili  1 nM ali 10 nM hGX sPLA2 ter 100 µM OA. Nastanek 
LK smo opazovali pri gojenju celic v optimalnih razmerah rasti. V drugem poskusu (slika 
12B) pa smo celicam ob dodatku hGX ter OA za 96 h odtegovali serum in merili stopnjo 
apoptoze.     
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Slika 12: hGX inducira nastanek LK ter omogoči preživetje celic MDA-MB-231. Poskus A smo izvedli 
tako, da smo celice po nacepitvi na ploščo gojili 24 h v kompletnem mediju, nato pa ga zamenjali s svežim, 
ki je vseboval 1 nM  hGX, 10 nM hGX ali 100 µM OA. Po 48 h inkubacije smo celice obarvali z barvilom 
nilsko rdeče, ki barva nevtralne lipide, ter jih analizirali na pretočnem citometru. Celice smo v poskusu B 
po nacepitvi gojili 24 h v kompletnem mediju, jim zamenjali medij za svežega brez seruma in jih tako gojili 
nadaljnjih 24 h (»predstradanje«). Nato smo jim ponovno zamenjali medij, dodali 1 nM hGX ter 100 µM 
OA in jih po 96 h »stradanja« obarvali z barviloma YO-PRO-1 in TMRM ter analizirali na pretočnem 
ccitometru. Prikazane so povprečne vrednosti vsaj dveh ponovitev s pripadajočimi SEM. Označene so vre-
dnosti, ki se statistično značilno razlikujejo od vrednosti kontrole (*, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01; ***, p ≤ 0,001; 
****, p ≤  0,0001; Studentov t-test).        
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S temi poskusi smo potrdili, da eksogeno dodana hGX sPLA2 inducira nastanek LK v 
celicah raka dojke tipa MDA-MB-231. Učinek na nastanek LK se je med koncentracijama 
1 nM in 10 nM le malo razlikoval, razlika pa ni bila statistično značilna (p = 0,1712). Ob 
dodatku nižje koncentracije so celice nakopičile 2,6-krat več LK, ob dodatku višje pa 3,3-
krat več LK v primerjavi s kontrolo. Ob dodatku OA, ki je služila kot pozitivna kontrola, 
so celice nakopičile kar 6,5-krat več LK kot kontrolne celice.  
 
Prav tako smo potrdili, da hGX omogoča preživetje celic MDA-MB-231, ko le-te gojimo 
v odsotnosti seruma. Močan pozitiven vpliv na njihovo preživetje ima tudi OA.   
  
4.2 VPLIV hGX sPLA2 NA PREŽIVETJE CELIC MDA-MB-231 JE ODVISEN OD 
RAZMER METABOLIČNEGA STRESA 
V nadaljevanju smo želeli preveriti, ali hGX sPLA2 prepreči celično smrt tudi v drugačnih 
razmerah celičnega oz. metaboličnega stresa. V ta namen smo celice, poleg stradanja z 
načinom odvzema seruma, stradali še na tri dodatne načine, in sicer: s hkratnim odvze-
mom seruma, glukoze in glutamina; z gojenjem v pufru DPBS; in v pufru DPBS, ki smo 
mu dodali Ca2+ (nujno potreben za encimsko aktivnost hGX). V teh poskusih smo učinke 
hGX sPLA2 primerjali z učinki eksogeno dodane OA. 
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Slika 13: hGX ne podaljša preživetja celic v vseh razmerah stradanja. Celice smo nacepili na plošče 
in jim po 24 h gojenja v kompletnem mediju le-tega zamenjali s svežim medijem brez seruma (»predstra-
danje«). 24 h zatem smo medij zamenjali bodisi z medijem brez seruma (A), z medijem brez seruma, glu-
koze in glutamina (B), s pufrom DPBS z dodanim Ca2+ (C) ter samo s pufrom DPBS (D). Medijem smo 
dodali 1 nM hGX ter 100 µM OA in celice gojili 96 h (»stradanje«). Po inkubaciji smo jih obarvali z 
barviloma YO-PRO-1 in TMRM ter analizirali na pretočnem citometru. Na grafih so prikazane povprečne 
vrednosti vsaj dveh ponovitev poskusa s pripadajočimi SEM. Označene so vrednosti, ki se statistično zna-
čilno razlikujejo od vrednosti kontrole (*, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01; ***, p ≤ 0,001; ****, p ≤  0,0001; Stu-
dentov t-test).     
 
Rezultati kažejo (slika 13), da hGX sPLA2 pozitivno vpliva na preživetje stradanih celic 
le v primeru, ko metabolični stres induciramo z odvzemom seruma, medij pa še vedno 
vsebuje glukozo, glutamin, ostale aminokisline, vitamine in kofaktorje. Če smo poleg 
seruma odstranili tudi glukozo in glutamin, učinka hGX sPLA2 ni bilo zaslediti. Prav tako 
hGX sPLA2 ni vplival na preživetje v nobenem od poskusov s pufrom DPBS, ki ne vse-
buje glukoze ali glutamina. Zanimivo pa je, da smo zaznali nasprotna učinka OA na pre-
živetje celic pri stradanju v pufru DPBS + Ca2+ in v pufru DPBS, in sicer je v prvem 
apoptozo preprečila, v drugem pa jo inducirala.   
 
Zanimiva je bila predvsem ugotovitev, da imata hGX in OA ob prisotnosti glukoze in 
glutamina na preživetje celic pozitiven učinek, ob njuni odsotnosti pa učinka ni. Iz tega 
smo sklepali, da je za vpliv hGX in OA na preživetje celic nujna prisotnost bodisi enega 
od hranil bodisi kombinacije obeh hranil. Zato smo v nadaljevanju želeli preveriti vpliv 
glukoze in glutamina na omenjen učinek hGX in OA.  
 
4.3 GLUKOZA VPLIVA NA DELOVANJE hGX sPLA2  
V namen ugotavljanja vpliva glukoze na delovanje hGX sPLA2 smo uporabili medij 
RPMI-1640 proizvajalca Biological Industries (v nadaljevanju RPMI BIO), ki v osnovni 
formulaciji ne vsebuje glukoze in glutamina, in mu dodali glukozo, da smo dobili medije 
z naslednjimi koncentracijami glukoze: 5 mM, 12,5 mM ter 25 mM. Za kontrolo smo 
uporabili medij brez glukoze in glutamina. Poleg samega vprašanja, ali ima prisotnost 
glukoze vpliv na delovanje hGX, smo želeli ugotoviti tudi morebitno koncentracijsko od-
visnost. Razpon koncentracij do 25 mM smo uporabili, ker je to koncentracija glukoze, 
ki jo v osnovni formulaciji vsebuje standardni medij RPMI-1640 (ATCC), v katerem so 
celice ob dodatku hGX kazale povišane preživetvene zmožnosti.  
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Slika 14: Prisotnost glukoze vpliva na delovanje hGX. Celice smo nacepili na plošče in jim po 24 h 
gojenja v kompletnem mediju le-tega zamenjali s svežim medijem brez seruma (»predstradanje«). 24 h 
zatem smo medij zamenjali z mediji brez seruma in glutamina ter z 0, 5, 12,5 ali 25 mM glukozo. Medijem 
smo dodali 1 nM hGX in 100 µM OA in celice gojili 96 h (»stradanje«). Po inkubaciji smo jih obarvali z 
barviloma YO-PRO-1 in TMRM ter analizirali na pretočnem citometru. Prikazane so povprečne vrednosti 
dveh ponovitev, s pripadajočimi SEM. Označene so vrednosti, ki se statistično značilno razlikujejo od vre-
dnosti kontrolnih vzorcev (*, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01; enosmerna ANOVA s korekcijo po Dunnettu).     
 
S tem poskusom smo pokazali, da glukoza igra pomembno vlogo pri preživetju celic 
MDA-MB-231 in vpliva na delovanje hGX ter OA. Rezultati na sliki 14 kažejo, da glu-
koza podaljša preživetje kontrolnih celic, obenem pa je njena prisotnost nujna za poziti-
ven vpliv hGX in OA na preživetje celic MDA-MB-231 v razmerah stradanja. Vpliv glu-
koze na delovanje hGX ter OA se je pokazal že pri 5 mM koncentraciji glukoze, z viša-
njem koncentracije pa se ni bistveno spremenil. Glede na to, da v mediju ni bilo gluta-
mina, iz rezultatov sklepamo, da je prisotnost glukoze nujen in zadosten pogoj za poziti-
ven vpliv hGX sPLA2 in OA na preživetje celic.  
 
4.4 NEPOSREDEN ODVZEM SERUMA, GLUKOZE IN GLUTAMINA IMA ZA 
CELICE POGUBEN UČINEK 
Pri zgoraj opisanih poskusih s 96-urnim stradanjem smo celice v fazi predstradanja gojili 
v mediju RPMI-1640 (ATCC) brez seruma in z dodatkom 0,02 % BSA (kat. št.: A7511). 
Odvzem seruma na celice vpliva tako, da se celični cikel za določen čas zaustavi v fazi 
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G1 ali pa celice vstopijo v mirujočo fazo, tj. fazo G0, v kateri pride do zmanjšanega ba-
zalnega metabolizma celic (Zetterberg in Larsson, 1995, cit. po Uzbekov, 2004). V po-
skusu, kjer smo celice po takem načinu predstradanja nadalje stradali v mediju RPMI BIO 
([-] Glc, [-] Gln), je bil, kljub nadaljnjemu odvzemu pomembnih nutrientov, odstotek 
apoptoze kontrolnih celic v povprečju le okrog 23 %.  
 
V nadaljevanju smo želeli ugotoviti, kako različne oblike 24-urnega predstradanja vpli-
vajo na preživetje celic, ki jih v fazi stradanja gojimo v RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln), se 
pravi, jim odtegujemo serum, glukozo in glutamin. V ta namen smo uporabili štiri različne 
medije. Dva medija različnih proizvajalcev, vendar enake končne sestave, in sicer: RPMI 
ATCC, ki glukozo in glutamin vsebuje v svoji osnovni sestavi, ter RPMI BIO, ki je v 
osnovi brez omenjenih dveh nutrientov, vendar smo mu ju dodali v enaki koncentraciji 
kot ju vsebuje prvi medij. Tretji uporabljen medij je bil RPMI BIO brez glutamina (RPMI 
BIO ([+] Glc, [-] Gln)), zadnji pa RPMI BIO brez glukoze in glutamina (RPMI BIO ([-] 
Glc, [-] Gln)).    
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Slika 15: Takojšen odvzem glukoze in glutamina ima za celice poguben efekt. Celice smo nacepili na 
plošče in jim po 24 h gojenja v kompletnem mediju le-tega zamenjali z različnimi mediji, to so: RPMI 
ATCC, RPMI BIO ([+] Glc, [+] Gln), RPMI BIO ([+] Glc, [-] Gln), RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln) (»pred-
stradanje«). 24 h zatem smo medij zamenjali z medijem brez seruma, glukoze in glutamina (RPMI BIO  
([-] Glc, [-] Gln)), v katerem smo jih gojili nadaljnjih 96 h, nato pa s pretočnim citometrom pomerili odsto-
tek apoptotičnih celic. Prikazane so povprečne vrednosti dveh ponovitev, s pripadajočimi SEM. Označene 
so vrednosti, ki se statistično značilno razlikujejo od vrednosti kontrole (***, p ≤ 0,001; enosmerna 
ANOVA z Bonferronijevim testom).      
 
Pri celicah, gojenih v mediju RPMI ATCC, smo zasledili 25 % apoptoze, v mediju RPMI 
BIO ([+] Glc, [+] Gln) 23 % ter v mediju RPMI BIO ([+] Glc, [-] Gln) 21 %. Razlike niso 
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bile statistično značilne. Pri celicah, ki sta jim bila, poleg seruma, neposredno odvzeta še 
glukoza in glutamin, pa smo ob koncu stradanja v populaciji zaznali kar 99 % apoptotskih 
celic.   
 
Na osnovi rezultatov (slika 15) sklepamo, da so celice, ki jim najprej za 24 h odvzamemo 
bodisi samo serum bodisi hkrati serum in glutamin, sposobne preživeti še vsaj 96 h, kljub 
nadaljnjemu odvzemu seruma, glutamina in glukoze. Po drugi strani pa celice, ki jim prav 
tako neposredno odvzamemo serum in glutamin, hkrati pa še glukozo, niso sposobne pre-
živeti enakega obdobja stradanja. Razlika v času pomanjkanja glukoze je pri tem le 24 h, 
vendar je razlika v stopnji apoptoze po koncu poskusa bistvena. Iz tega sklepamo, da je 
celični stres ob nenadnem prehodu iz kompletnega medija v medij brez glukoze bistveno 
večji, kot je celični stres ob prehodu iz kompletnega medija v medij brez seruma in glu-
tamina. Nenadni odvzem glukoze je torej poguben za hitro deleče se celice MDA-MB-
231, medtem ko jih lahko po predhodnem 24-urnem privajanju na medij brez seruma 
in/ali glutamina, in s tem predvidoma upočasnitvijo njihove delitve, v nadaljevanju stra-
damo tudi 96 h v odsotnosti glukoze. 
4.5 hGX INDUCIRA NASTANEK LK PRI CELICAH SH-SY5Y IN CaCo-2, PRI CE-
LICAH HeLa PA ZNIŽA NJIHOVO KOLIČINO 
S tem poskusom smo želeli ugotoviti, ali hGX vpliva na nastanek LK tudi pri drugih 
vrstah rakavih celic, in sicer celic nevroblastoma SH-SY5Y, kolorektalnega adenokarci-
noma CaCo-2 in celicah raka materničnega vratu HeLa. Nastanek LK smo opazovali pri 
gojenju celic v optimalnih razmerah za rast.      
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Slika 16: Različen vpliv hGX sPLA2 na količino LK pri različnih celičnih linijah gojenih v optimalnih 
razmerah. Vse celice smo po nacepitvi 24 h gojili v kompletnem mediju, nato pa ga zamenjali s svežim. 
Le-temu smo dodali bodisi 1 nM  hGX, 10 nM hGX ali 100 µM OA. Slednja je rabila kot pozitivna kontrola. 
Po 48 h inkubacije smo celice obarvali z barvilom nilsko rdeče, ki barva nevtralne lipide, ter jih analizirali 
na pretočnem citometru. Prikazane so povprečne vrednosti dveh ponovitev, s pripadajočimi SEM. Ozna-
čene so vrednosti, ki se statistično značilno razlikujejo od vrednosti kontrole (*, p ≤ 0,05; **, p ≤ 0,01; ***, 
p ≤ 0,001; ****, p ≤  0,0001; Studentov t-test).      
 
Podobne učinke na nastanek LK kot pri celični liniji MDA-MB-231 smo opazili tudi pri 
dveh drugih testiranih celičnih linijah, in sicer pri SH-SY5Y ter CaCo-2. Po dodatku  
1 nM hGX so celice SH-SY5Y nakopičile 2,2-krat več LK kot kontrolne celice, v primeru 
10 nM hGX so nakopičile 2,5-krat več LK, ob dodatku OA pa kar 7,5-krat več LK v 
primerjavi s kontrolnimi celicami. Podobno so celice CaCo-2 ob dodatku 1 nM hGX na-
kopičile 2,3-krat več, ob dodatku 10 nM hGX 2,5-krat več ter ob dodatku OA 4,2-krat 
več LK kot kontrola.  
 
Zanimivo je, da je, v nasprotju z drugimi celičnimi linijami, hGX sPLA2 negativno vpli-
vala na količino LK v celicah HeLa, OA pa ni vplivala na nastanek LK v teh celicah.  
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4.6 hGX NE VPLIVA NA PREŽIVETJE CELIC SH-SY5Y IN CaCo-2 V RAZME-
RAH ODVZEMA SERUMA 
Pri celicah MDA-MB-231 smo pokazali, da hGX inducira nastanek LK, prav tako pa 
omogoči preživetje celic, ko so le-te podvržene stresu zaradi odvzema seruma.  
 
Zanimalo nas je, ali podobno velja tudi za druge celične linije. V celičnih linijah  
SH-SY5Y in CaCo-2 smo ugotovili, da eksogena hGX inducira nastanek LK, zato smo 
želeli preveriti, ali hGX omogoči tudi preživetje celic v razmerah odtegovanja seruma.  
 
 
 
Slika 17: hGX ne vpliva na preživetje celic SH-SY5Y in CaCo-2, ko jim odtegujemo serum. Celice 
smo nacepili v kompletnem mediju, jih gojili 24 h, nato pa medij zamenjali s svežim medijem brez seruma 
(»predstradanje«). Po 24 h smo jim medij zamenjali z medijem brez seruma, ki smo mu dodali  
1 nM hGX ter 100 µM OA (»stradanje«). Po 48 h (SH-SY5Y) oziroma po 144 h (CaCo-2) smo celice 
obarvali z barviloma TMRM ter YO-PRO-1 ter jih analizirali na pretočnem citometru. Na grafu so prika-
zane povprečne vrednosti večih vzorcev znotraj enega opravljenega poskusa. 
 
Ugotovili smo, da hGX ne vpliva na preživetje celic nevroblastoma (SH-SY5Y), ko in-
duciramo njihovo celično smrt z odvzemom seruma. Prav tako njihovega preživetja ne 
omogoča OA, ki apoptozo celo inducira. Poskus smo zaključili že po 48 h, saj smo opazili 
relativno visoko stopnjo apoptoze pri celicah, izpostavljenih OA.   
 
Nasprotno smo pri celicah CaCo-2 znatno stopnjo apoptoze opazili komaj po 144 h stra-
danja ter se na tej točki odločili preveriti vpliv hGX in OA na njihovo preživetje. Ugoto-
vili smo, da hGX ne vpliva na preživetje celic CaCo-2, medtem ko smo pri OA opazili le 
zelo šibek pozitiven učinek na preživetje. 
 
Poudariti pa je potrebno, da sta oba poskusa preliminarna, opravljena le enkrat, zato bi 
bilo potrebno za večjo zanesljivost rezultatov opraviti več ponovitev.  
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5 RAZPRAVA 
Rakave celice imajo spremenjen metabolizem, ki jim omogoča, da se izognejo različnim 
oblikam celičnega stresa. Za to aktivirajo različne mehanizme, s katerimi lahko preživijo 
razmere, ki bi bile za normalno, zdravo celico pogubne. Eden izmed teh je spremenjen 
metabolizem lipidov. Nedavne raziskave so pokazale, da na spremembe lipidnega meta-
bolizma s svojim delovanjem vplivajo tudi encimi sPLA2, katerih spremenjeno izražanje 
povezujejo s številnimi vrstami raka, med drugim raka dojke, debelega črevesa, požiral-
nika, jajčnikov, prostate in želodca (Brglez in sod., 2014).  
 
Pucerjeva in sodelavci so ugotovili, da hGX sPLA2 preko produktov hidrolize membran 
inducira nastanek in kopičenje LK v visoko tumorigenih celicah raka dojke MDA-MB-
231. Metabolične in signalne spremembe, povezane s temi učinki, so najbolj izrazite v 
stradanih celicah, saj se lipidne energijske zaloge porabljajo za preživetje celic (Pucer in 
sod., 2013). S tem magistrskim delom smo omenjene ugotovitve potrdili, saj smo s po-
skusi najprej pokazali, da eksogeno dodan encim hGX sPLA2 inducira nastanek LK. Še 
večjo količino LK je inducirala eksogeno dodana OA, ki je eden glavnih produktov delo-
vanja hGX. Ko smo celicam MDA-MB-231 za 96 h odtegovali serum, pa smo v skladu s 
predhodnimi raziskavami opazili, da je obdelava celic s hGX ter/ali OA privedla do zni-
žanja apoptoze v primerjavi s kontrolnimi celicami.   
 
5.1 ODSOTNOST GLUKOZE IN GLUTAMINA ONEMOGOČI POZITIVNE 
UČINKE hGX NA PREŽIVETJE CELIC PRI STRADANJU 
Predhodne raziskave naše skupine so pokazale, da odtegovanje seruma privede do raz-
gradnje s sPLA2-induciranih LK, kar omogoča preživetje celic, ko le-te stradajo. Z od-
vzemom seruma smo celicam odvzeli rastne faktorje in lipide, vendar je hranilni medij, v 
katerem smo jih gojili, še vedno vseboval hranila (glukozo, vitamine, aminokisline), ki 
omogočajo celično rast in preživetje. Zato smo v sklopu magistrskega dela želeli ugotoviti 
ali hGX pozitivno vpliva na preživetje celic MDA-MB-231 tudi v razmerah odvzema več 
pomembnih hranil, predvsem glukoze in glutamina. Ugotovili smo, da ob popolnem od-
vzemu glukoze in glutamina hGX ne vpliva na preživetje celic pri stradanju v mediju brez 
glukoze in glutamina (RPMI BIO ([-] Glc, [-] Gln)). Podobno neučinkovitost hGX smo 
zaznali tudi v preostalih razmerah gojenja brez obeh omenjenih hranil, ko smo celice go-
jili v pufru DPBS oz. v DPBS z dodanim Ca2+. To kaže na povezavo med metabolizmoma 
glukoze in glutamina z metabolizmom lipidov in na vpliv enega ali obeh nutrientov na 
delovanje hGX (več v nadaljevanju).  
 
Na preživetje celic ob odvzemu glukoze in glutamina prav tako ni vplivala OA. Je pa OA, 
zanimivo, vplivala na preživetje celic v razmerah, ko smo celicam odvzeli še več hranil 
in jih gojili v pufru DPBS. OA je tako pozitivno vplivala na preživetje celic v prisotnosti 
Ca2+, v njegovi odsotnosti pa je imela toksičen učinek.  
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Opazili pa smo tudi, da je že prisotnost Ca2+ bistveno negativno vplivala na preživetje 
kontrolnih celic, in sicer je kar 87 % kontrolnih celic odmrlo pri stradanju v pufru DPBS 
+ Ca2+, medtem ko je v odsotnosti Ca2+ odmrlo le 49 % celic. Opažen delež apoptoze v 
prisotnosti Ca2+  je verjetno posledica zmanjšane integritete membran zaradi celičnega 
stresa. V takih razmerah namreč pride do hitrega dotoka kalcija v celico, kar pa lahko 
nadalje sproži kaskado uničujočih sprememb, ki končno vodijo v apoptozo (Conrad, 
2017). Vsekakor so za razjasnitev omenjenega vpliva Ca2+ in povezav z lipidnim meta-
bolizmom potrebne nadaljnje raziskave.         
 
Pri zgoraj opisanih poskusih smo prav tako opazili relativno visoko splošno stopnjo pre-
živetja celic, kljub 96 h gojenju celic v odsotnosti številnih pomembnih hranil. K taki 
stopnji preživetja je verjetno med drugim prispeval dodatek govejega serumskega albu-
mina, uporabljenega pri poskusih. Slednji se namreč pri gojenju celičnih kultur uporablja 
predvsem zaradi svojih antioksidantskih lastnosti ter zmožnosti vezave in prenašanja šte-
vilnih molekul v mediju, s čimer izboljša rast in viabilnost celic. Prav tako pa ima albumin 
do neke mere zmožnost vstopa v celico, kjer se lahko porabi kot vir energije za preživetje 
(Francis, 2010). 
 
5.2 GLUKOZA VPLIVA NA PREŽIVETJE CELIC MDA-MB-231 TER NA DELO-
VANJE hGX IN OA 
Ker smo ugotovili, da je delovanje hGX pogojeno s prisotnostjo glukoze in/ali glutamina 
v mediju, smo želeli bolj natančno preveriti njun učinek. Ko smo celice gojili v medijih 
brez glutamina z različnimi koncentracijami glukoze, smo ugotovili, da se prvi statistično 
značilni pozitivni učinki glukoze na delovanje hGX pokažejo pri 5 mM koncentraciji glu-
koze. Z višanjem koncentracije glukoze se niso bistveno spreminjali. Na podlagi rezulta-
tov bi tako lahko sklepali, da je za pozitivno delovanje hGX potrebna določena mejna 
koncentracijska vrednost glukoze, z višanjem koncentracije glukoze pa se vzporedno ne 
povečujejo pozitivni učinki hGX, ampak ostajajo bolj ali manj nespremenjeni. Poleg 
vpliva glukoze na delovanje hGX in OA je v skladu s pričakovanji le-ta pozitivno vplivala 
tudi na preživetje kontrolnih celic. Iz teh rezultatov sklepamo, da je prisotnost glukoze 
nujen in hkrati zadosten pogoj za pozitiven vpliv hGX sPLA2 in OA na preživetje celic. 
Glukoza je najverjetneje nujna za pridobivanje energije preko glikolize, obenem pa je 
glikoliza lahko odločilnega pomena za sintezo trigliceridov preko nastanka glicerol-3-
fosfata, na katerega se zaestrijo proste MK (Pzybytkowski, 2007). 
 
5.3 NEPOSREDEN ODVZEM GLUKOZE VODI V CELIČNO SMRT  
Med poskusi smo opazili še eno zanimivo lastnost celic MDA-MB-231, ki je dodatno 
potrdila pomembnost glukoze. Opravili smo poskus v različnih razmerah predhodnega 
stradanja celic, pri katerih smo celicam za 24 h neposredno po gojenju v kompletnem 
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mediju odvzeli bodisi samo serum, bodisi serum in glutamin, ali pa smo jim hkrati odvzeli 
serum, glutamin in glukozo. Nadalje smo jih stradali v odsotnosti seruma, glukoze in 
glutamina. Ugotovili smo, da je neposreden odvzem seruma ali glutamina praktično ne-
škodljiv za celice, medtem ko je odvzem glukoze privedel do smrti praktično vseh celic 
v populaciji. Ko celicam po gojenju v kompletnem mediju odvzamemo serum, se jim v 
splošnem zmanjša bazalni metabolizem in preidejo v mirujočo fazo (G0) ali pa se celični 
cikel zaustavi v fazi G1 (Zetterberg in Larsson, 1995). Ko jih nadalje stradamo z odvze-
mom glukoze in glutamina, celice zaradi nižjega bazalnega metabolizma najverjetneje 
lažje prenašajo pomanjkanje nutrientov in tako preživijo daljše obdobje. Po drugi strani 
pa, ko celicam po gojenju v kompletnem mediju neposredno odvzamemo glukozo, celice 
zelo hitro preidejo v apoptozo. Te ugotovitve se skladajo s predhodnimi raziskavami, ki 
so pokazale, da celice MDA-MB-231 že po 2 h odvzema glukoze in glutamina kažejo 
znake fragmentacije DNA, kar kaže na programirano celično smrt oz. apoptozo. Prav tako 
že po 2 h pride do zmanjšanja mitohondrijskega membranskega potenciala in oksidativ-
nega stresa (Visagie in sod., 2015). Dvig reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) namreč na-
stopi kot posledica zmanjšanega nastanka piruvata (preko glikolize) in reducenta NADPH 
(preko pentozne fosfatne poti) (Simons in sod., 2009). Oksidativni stres in citotoksičnost 
ob odvzemu glukoze sta tako še posebej izrazita pri celicah z visoko glikolitično aktiv-
nostjo (Robey in sod., 2005), kar je značilno tudi za celice MDA-MB-231.   
  
5.4 hGX IMA RAZLIČEN VPLIV NA RAZLIČNE VRSTE CELIC  
Delovanje sPLA2 je raznoliko in v splošnem odvisno od vrste tarčne celice oz. tkiva (Br-
glez in sod., 2014). To potrjujejo rezultati magistrske naloge, ki kažejo na različno delo-
vanje hGX na različne rakave celice. Ugotovili smo, da hGX spodbuja nastanek LK v 
celicah invazivnega raka dojke MDA-MB-231, nevroblastoma SH-SY5Y ter v celicah 
kolorektalnega raka CaCo-2, vendar pa, za razliko od celic MDA-MB-231, hGX ni pri-
spevala k preživetju stradanih celic SH-SY5Y in CaCo-2. Eksogeno dodana OA je v ce-
licah SH-SY5Y celo sprožila apoptozo po 48-urnem gojenju. Di Loreto in sodelavci 
(2007) so pokazali, da OA zniža stopnjo proliferacije celic SH-SY5Y in sproži zaustavi-
tev celičnega cikla v fazi G1, vendar pa so rezultati njihove raziskave pokazali, da vsaj po 
24 h ne inducira apoptoze. Naše meritve so bile opravljene po daljši izpostavljenosti OA 
v mediju brez seruma (48 h) in OA je z visoko statistično zanesljivostjo inducirala celično 
smrt. Glede na to, da je omenjeni poskus preliminaren in smo ga izvedli le v eni ponovitvi, 
rezultatom ne moremo popolnoma zaupati. Za večjo zanesljivost vpliva OA na apoptozo 
celic SH-SY5Y bi tako bile potrebne nadaljnje raziskave.    
 
hGX sPLA2 je v celicah CaCo-2 prav tako inducirala LK, preprečitve apoptoze pa nismo 
zaznali. Temu je morebiti botrovala relativno nizka stopnja apoptoze v kontrolnih celicah, 
ki so po 144 h stradanja kazale komaj 18 % celične smrti v populaciji. Predvidevamo, da 
so celice prešle ali v fazo mirovanja (G0) ali se jim je celični cikel zaustavil v fazi G1, s 
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čimer se je znižal njihov bazalni metabolizem in so lahko tako preživele relativno dolgo 
časovno obdobje tudi v okolju s pomanjkanjem hranil. 
 
Raznoliko delovanje hGX se je pokazalo tudi pri celični liniji HeLa, kjer smo opazili 
drugačen vpliv encima na LK kot pri preostalih preučevanih celičnih linijah, in sicer zni-
žanje vsebnosti LK. Kasnejši poskusi v našem laboratoriju, ki so izhajali iz te ugotovitve, 
hkrati pa jo dopolnjevali in natančneje opredelili, so pokazali, da je učinek hGX na koli-
čino LK pravzaprav odvisen od gostote nacepljenih celic (Guštin, 2015). Pri gostoti 3 x 
104 celic/vdolbinico (posode s 24 vdolbinicami), kolikor smo jih pri tem magistrskem 
delu nacepili za analizo vsebnosti LK, je hGX bistveno znižala količino LK v celicah. Po 
48 h je bilo LK skoraj za polovico manj kot pri kontroli. Podobno je pri višjih gostotah 
celic HeLa hGX znižala količino LK, pri nižjih gostotah pa je hGX spodbudila tvorbo LK 
(Guštin, 2015). Takšne razlike v rezultatih bi morda lahko pripisali različnemu metabo-
ličnemu stanju celic, ko se le-te v gojišču v različnih gostotah. Pri nacepljanju celic v 
nižjih gostotah naj bi bile celice dlje časa v zakasnitveni fazi (faza »lag«) – njihov meta-
bolizem se prilagaja na novo okolje, celice se pripravljajo na rast, pri tem pa verjetno 
poteka intenzivno nalaganje energijskih zalog v obliki LK. Ko so celice nacepljene 
gosteje, kot v našem primeru, hitreje dosežejo visoko konfluenco, zato je možno, da pride 
do pomanjkanja hranil in delovanje hGX ne prispeva več k nastanku LK, temveč se njeni 
hidrolizni produkti raje porabijo za proizvodnjo energije, izgradnjo membran ter druge 
procese, potrebne za rast celic (Rambold, 2015, Cabodevilla in sod., 2013, cit. po Guštin, 
2015).  
 
OA ni vplivala na nastanek LK v celični kulturi HeLa. Razlog za to je morda ponovno 
(pre)velika gostota nacepljenih celic in udeležba OA pri drugih celičnih procesih, name-
sto pri tvorbi LK. Kasnejši poskusi, opravljeni v našem laboratoriju, so namreč pokazali, 
da 100 µM OA inducira 2,5-krat več LK v primerjavi s kontrolo, ko so celice nacepili pri 
2-krat manjši gostoti kot v tem magistrskem delu (Guštin, 2015). Pri gostoti nacepljenih 
celic 1,5 x 104 na vdolbinico, ki so jo označili za zmerno gostoto, so opazili povečano 
tvorbo LK v odvisnosti od koncentracije dodane OA. Pri koncentraciji 10 µM so opazili 
rahlo, a statistično značilno zmanjšanje LK, z višanjem koncentracij pa se je višala tudi 
vsebnost LK, ki je že pri približno 30 µM dodane OA dosegla enako koncentracijo LK 
kot kontrola. Nadaljnjemu višanju koncentracij OA je sledilo višanje količine LK v celi-
cah HeLa. Podoben vzorec indukcije nastanka LK in njene odvisnosti od koncentracije 
so opazili tudi pri drugih dodanih MK, in sicer pri linolni kislini (ang. »linoleic acid«; 
LA), arahidonski kislini (ang. »arachidonic acid«; AA), dokozaheksaenojski kislini (ang. 
»docosahexaenoic acid«; DHA) ter pri eikozapentaenojski kislini (ang. »eicosapenta-
enoic acid«; EPA). Vse omenjene MK so prav tako produkti delovanja hGX (Guštin, 
2015).  
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Naši rezultati tako predstavljajo le delček ugotovitev v mozaiku številnih raziskav o 
vplivu hGX sPLA2 na rakave celice, ki pa skupno še ne morejo podati jasnega odgovora 
o funkcionalni vlogi encima. Rezultati različnih raziskav se namreč zaradi heterogenosti 
bolezni, raziskavah na različnih celičnih linijah in različnih organizmih pogosto precej 
razlikujejo. Medtem ko pri celicah mišjega kolorektalnega raka encim in vitro kaže pro-
tumorigene učinke (Surrel in sod., 2009, cit. po Brglez in sod., 2014), je pri nekaterih 
človeških celicah kolorektalnega raka obratno, saj je njegova povišana ekspresija pove-
zana z zmanjšano stopnjo metastaziranja in z boljšo prognozo bolezni (Hiyoshi in sod., 
2013). Razlog za neenotne rezultate pa je tudi v sami naravi encima, katerega delovanje 
je, kakor pri preostalih encimih sPLA2, tkivno specifično in odvisno od številnih faktor-
jev.  
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6 SKLEPI 
 
 Prisotnost glukoze je nujen in zadosten pogoj za pozitiven vpliv hGX sPLA2 na pre-
živetje celic MDA-MB-231 pri stradanju. 
 
 Neposreden odvzem glukoze po gojenju celic MDA-MB-231 v kompletnem mediju 
povzroči celično smrt. 
 
 hGX sPLA2 in OA kažeta različne učinke na nastanek LK in preživetje različnih vrst 
rakavih celic. 
 
 hGX sPLA2 in OA inducirata nastanek LK v celicah nevroblastoma SH-SY5Y; hGX 
sPLA2 ne prepreči s stradanjem inducirane celične smrti, OA pa jo celo spodbudi.  
 
 hGX sPLA2 in OA inducirata nastanek LK v celicah CaCo-2, s stradanjem inducirane 
apoptoze pa ne preprečita.  
 
 hGX sPLA2 zmanjša vsebnost LK v gostih kulturah celic HeLa, OA pa na indukcijo 
LK ne vpliva.  
 
Rezultati naloge tako le delno potrjujejo predhodno zastavljene hipoteze. Ugotovili smo 
namreč, da sPLA2 omogoči preživetje celic raka dojke MDA-MB-231 le v razmerah, kjer 
je prisotna glukoza. 
Drugo hipotezo smo potrdili delno, saj smo ugotovili, da sPLA2 sicer vpliva na kopičenje 
lipidnih kapljic v različnih vrstah rakavih celic (bodisi pozitivno bodisi negativno), na 
preživetje pa vpliva le pri celični liniji raka dojke MDA-MB-231.  
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7 POVZETEK 
Delovanje človeške sekretorne fosfolipaze A2 skupine X (hGX sPLA2) v visoko tumori-
genih celicah raka dojke MDA-MB-231 sproži kopičenje lipidnih kapljic (LK), pospeši 
oksidacije maščobnih kislin (MK) ter sproži spremembe v celični signalizaciji. Te spre-
membe omogočajo preživetje celic raka dojke, ko so le-te izpostavljene metaboličnemu 
stresu zaradi dolgotrajnega gojenja v odsotnosti seruma. Podobne učinke na preživetje 
celic in kopičenje LK ima oleinska kislina (OA), ki je eden glavnih produktov encimskega 
delovanja hGX sPLA2. V sklopu tega magistrskega dela smo ugotovili, da hGX sPLA2 in 
OA omogočita preživetje celic raka dojke tudi pri drugih vrstah metaboličnega stresa. Pri 
tem smo opazili, da je prisotnost glukoze nujen (in zadosten) pogoj za pozitiven vpliv 
hGX sPLA2 na preživetje celic. Prav tako smo s pomočjo pretočne citometrije ugotovili, 
da imata hGX sPLA2 in OA raznolike učinke na tvorbo LK in preživetje različnih rakavih 
celic. V nevroblastomnih celicah SH-SY5Y in celicah kolorektalnega raka CaCo-2 na-
mreč inducirata nastanek LK, ne preprečita pa s stradanjem inducirane celične smrti. Pre-
senetljivo pa smo tudi ugotovili, da v gostih kulturah celic raka materničnega vratu HeLa 
hGX sPLA2 celo zmanjša vsebnost LK, OA pa na nastanek LK ne vpliva. Rezultati našega 
dela kažejo, da sta vpliv hGX sPLA2 na nastanek LK in vloga LK pri preživetju celic med 
stresom raznoliki in močno odvisni od specifičnih lastnosti različnih vrst rakavih celic.   
  
47 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
8 VIRI 
Altman B. J., Dang C. V. 2012. Normal and cancer cell metabolism: lymphocytes and 
lymphoma. The FEBS Journal, 279, 15: 2598–2609   
 http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/j.1742-4658.2012.08651.x/full (3. mar. 
2016) 
 
Awortwe C., Fasinu P. S., Rosenkranz B. 2014. Application of CaCo-2 cell line in herb-
drug interaction studies: current approaches and challenges. Journal of Pharmacy & 
Pharmaceutical Sciences, 17, 1: 1–19  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4355448/ (5. maj 2016)  
 
Brglez V., Pucer A., Pungerčar J., Lambeau G., Petan T. 2014. Secreted phospholipases 
A2 are differentially expressed and epigenetically silenced in human breast cancer 
cells. Biochemical and Biophysical Research Communications, 445, 1: 230–235  
 
Burke J. E., Dennis E. A. 2009. Phospholipase A2 structure/function, mechanism, and 
signaling. The Journal of Lipid Research, 50: 237–242   
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2674709/ (18. mar. 2016) 
 
Carracedo A., Cantley L. C., Pandolfi P. P. 2013. Cancer metabolism: fatty acid oxidation 
in the limelight. Nature Reviews Cancer, 13, 4: 227–232  
 
Corkery B., Crown J., Clynes M., O'Donovan N. 2009. Epidermal growth factor receptor 
as a potential therapeutic target in triple-negative breast cancer. Annals of Oncology, 
20, 5: 862–867  
 https://academic.oup.com/annonc/article-lookup/doi/10.1093/annonc/mdn710 (5. 
jun. 2016) 
 
Counting cells with haemocytometer (Neubauer chamber). 2010. Atlassian Confluence 
5.9.11.  
 http://rnai-screening-wiki.dkfz.de/confluence/pages/viewpage.ac-
tion?pageId=5931811 (1. jun. 2016)  
 
Dalen K. T., Dahl T., Holter E., Arntsen B., Londos C., Sztalryd C., Nebb H. I. 2007. 
LSDP5 is a PAT protein specifically expressed in fatty acid oxidizing tissues. Bi-
ochimica et Biophysica Acta, 1771, 2: 210–227   
 http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388198106003428 (8. apr. 
2016) 
 
Dang C. V. 2010. Rethinking the Warburg effect with Myc micromanaging glutamine 
metabolism. Cancer Research, 70, 3: 859–862   
48 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2818441/ (4. apr. 2016) 
 
Das S. K., Eder S., Schauer S., Diwoky C., Temmel H., Guertl B., Gorkiewicz G., Tami-
larasan K. P., Kumari P., Trauner M., Zimmermann R., Vesely P., Haemmerle G., 
Zechner R., Hoefler G. 2011. Adipose triglyceride lipase contributes to cancer-asso-
ciated cachexia. Science, 333, 6039: 233–238  
 http://science.sciencemag.org/content/333/6039/233.full (23. mar. 2016) 
 
DeBerardinis R. J., Cheng T. 2010. Q's next: the diverse functions of glutamine in meta-
bolism, cell biology and cancer. Oncogene, 29, 3: 313–324   
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2809806/ (6. maj 2016) 
 
Dennis E. A. 1994. Diversity of group types, regulation and function of phospholipase 
A2. The Journal of Biological Chemistry, 269, 18: 13057–13060 
 http://www.jbc.org/content/269/18/13057.long (4. apr. 2016) 
 
Di Loreto S., D'Angelo B., D'Amico M. A., Benedetti E., Cristiano L., Cinque B., Cifone 
M. G., Cerù M. P., Festuccia C., Cimini A. 2007. PPARbeta agonists trigger neuronal 
differentiation in the human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Journal of Cellular 
Physiology, 211, 3: 837–847   
 http://onlinelibrary.wiley.com/wol1/doi/10.1002/jcp.20996/full (4. maj 2016) 
 
Dongol Y., Dhananjaya B. L., Shrestha R. K., Aryal G. 2014. Pharmacological and immu-
nological properties of wasp venom. V: Pharmacology and Therapeutics. Thatha 
Gowder J. S. (ur.). Rijeka, InTech: 48–81  
 https://www.researchgate.net/publication/263548955_Pharmacological_and_Immu-
nological_Properties_of_Wasp_Venom (13. maj 2016) 
 
Farese R. V. Jr., Walther T. C., 2009. Lipid droplets finally get a little R-E-S-P-E-C-T. 
Cell, 139, 5: 855–860    
  
Fearon E. R., Vogelstein B. 1990. A genetic model for colorectal tumorigenesis. Cell, 61, 
5: 759–767 
  http://www.cell.com/cell/pdf/0092-8674(90)90186-I.pdf?_retur-
nURL=http%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretri-
eve%2Fpii%2F009286749090186I%3Fshowall%3Dtrue (16. feb. 2016) 
 
Francis L. Geoffrey. 2010. Albumin and mammalian cell culture: implications for bio-
technology applications. Cytotechnology, 62, 1: 1–16  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2860567/ (22. jun. 2016) 
 
49 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
Fresno Vara J. A., Casado E., de Castro J., Cejas P., Belda-Iniesta C., Gonzáles-Barón 
M., 2004. PI3K/Akt signalling pathway and cancer. Cancer Treatment Reviews, 30, 
2: 193–204   
 http://www.cancertreatmentreviews.com/article/S0305-7372(03)00162-2/fulltext 
(12. mar. 2016) 
  
Furuta E., Pai S. K., Zhan R., Bandyopadhyay S., Watabe M., Mo Y. Y., Hirota S., 
Hosobe S., Tsukada T., Miura K., Kamada S., Saito K., Iiizumi M., Liu W., Ericsson 
J., Watabe K. 2008. Fatty acid synthase gene is up-regulated by hypoxia via activa-
tion of Akt and sterol regulatory element binding protein-1. Cancer Research, 68, 4: 
1003–1011  
 http://cancerres.aacrjournals.org/content/68/4/1003.long (8. apr. 2016) 
 
Gibbons E., Pickett K. R., Streeter M. C., Warcup A. O., Nelson J., Judd A. M., Bell J. 
D. 2013. Molecular details of membrain fluidity changes during apoptosis and rela-
tionship to phospholipase A2 activity. Biochimica et Biophysica Acta, 1828, 2: 887–
895   
 
Guo Y., Cordes K. R., Farese R. V., Walther T. C. 2009. Lipid droplets at a glance. Jour-
nal of Cell Science, 122, 6: 749–752  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2714424/ (16. mar. 2016) 
 
Guštin E., 2015. Vpliv sekretorne fosfolipaze A2 in nenasičenih maščobnih kislin na vseb-
nost lipidnih kapljic v celicah raka materničnega vratu. Diplomsko delo. Ljubljana, 
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani: 34 str.  
 
Hanahan D., Weinberg R. A. 2000. The hallmarks of cancer. Cell, 100, 1: 67–70  
 
Hanahan D., Weinberg R. A. 2011. Hallmarks of cancer: the next generation. Cell. 144, 
5: 646–674 
 
Hensley C. T., Wasti A. T., DeBerardinis R. J. 2013. Glutamine and cancer: cell biology, 
physiology and clinical opportunities. The Journal of Clinical Investigation, 123, 9: 
3678–3684  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3754270/ (16. jun. 2016)  
 
Hiyoshi M., Kitayama J., Kazama S., Taketomi Y., Murakami M., Tsuno N. H., Hongo 
K., Kaneko M., Sunami E., Watanabe T. 2013. The expression of phospholipase A2 
group X is inversely associated with metastasis in colorectal cancer. Oncology Let-
ters, 5, 2: 533–538  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3572978/ (5. maj 2016) 
50 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
 
Hudson C. C., Lui M., Chiang G. G., Otterness D. M., Loomis D. C., Kaper F., Giaccia 
A. J., Abraham R. T. 2002. Regulation of hypoxia-inducible factor 1A expression 
and function by the mammalian target of rapamycin. Molecular and Cellular Biology, 
22, 20: 7004–7014  
 http://mcb.asm.org/content/22/20/7004.full (14. maj 2016) 
 
Jiang P., Du W., Wu M. 2014. Regulation of the pentose phosphate pathway in cancer. 
Protein & Cell, 5, 8: 592–602   
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4112277/ (2. jun. 2016) 
 
Kalhan S. C., Mahajan S., Burkett E., Reshef L., Hanson R. W. 2001. Glyceroneogenesis 
and the source of glycerol for hepatic triacylglycerol synthesis in humans. The Jour-
nal of Biological Chemistry, 276, 16: 12928–12931  
 http://www.jbc.org/content/276/16/12928.long (11. maj 2016) 
 
Kovalevich J., Langford D. 2013. Consideration for the use of SH-SY5Y neuroblastoma 
cells in neurobiology. Methods in Molecular Biology, 1078: 9–21  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5127451/ (4. apr. 2016) 
 
Lambeau G., Gelb M. H. 2008. Biochemistry and physiology of mammalian secreted 
phospholipase A2. Annual Review of Biochemistry, 77: 495–520   
 
Lass A., Zimmermann R., Oberer M., Zechner R. 2011. Lipolysis – A highly regulated 
multi-enzyme complex mediates the catabolism of cellular fat stores. Progress in Li-
pid Research; 50, 1: 14–27  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3031774/ (11. apr. 2016) 
 
Levine A. J., Puzio-Kuter A. M. 2010. The control of the metabolic switch in cancers by 
oncogenes and tumor suppressor genes. Science, 330, 6009: 1340–1344  
 http://science.sciencemag.org/content/330/6009/1340.full (12. maj 2016) 
 
Medes G., Thomas A., Weinhouse S. 1953. Metabolism of neoplastic tissue. IV. A study 
of lipid synthesis in neoplastic tissue slices in vitro. Cancer Research, 13, 1: 27–29 
 http://cancerres.aacrjournals.org/content/13/1/27.full-text.pdf (23. apr. 2016)  
 
Mqoco T. V., Visagie M. H., Albrecht C., Joubert A. M. 2014. Differential cellular in-
teraction of Sutherlandia frutescens extracts on tumorigenic and non-tumorigenic 
breast cells. South African Journal of Botany, 90: 59–67  
 http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0254629913003827 (23. maj 
2016) 
51 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
 
Nomura D. K., Long J. Z., Niessen S., Hoover H. S., Ng S. W., Cravatt B. F. 2010. Mo-
noacylglycerol lipase regulates a fatty acid network that promotes cancer pathogene-
sis. Cell, 140, 1: 49–61  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2885975/ (24. apr. 2016) 
 
Olofsson S. O., Boström P., Andersson L., Rutberg M., Perman J., Borén J. 2008. Lipid 
droplets as dynamic organelles connecting storage and efflux of lipids. Biochimica 
et Biophysica Acta, 1791, 2009: 448–458  
 
Park J. B., Lee C. S., Jang J. H., Ghim J., Kim Y. J., You S., Hwang D., Suh P. G., Ryu 
S. H. 2012. Phospholipase signalling networks in cancer. Nature Reviews Cancer, 
12, 11: 782–792  
 
Phospholipase A2. 2007. Wikipedia.  
 https://en.wikipedia.org/wiki/Phospholipase_A2 (24. apr. 2016)  
 
Pucer A., Brglez V., Payré C., Pungerčar J., Lambeau G., Petan T. 2013. Group X secre-
ted phospholipase A2 induces lipid droplet formation and prolongs breast cancer cell 
survival. Molecular Cancer, 12, 111: 1–23   
 
Rahbari R., Sheahan T., Modes V., Collier P., Macfarlane C., Badge R. M. 2009. A novel 
L1 retrotransposon marker for HeLa cell line identification. BioTechniques, 46, 4: 
277–84  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2696096/ (9. apr. 2016)  
 
Rajh M. 2013. Sekretorne fosfolipaze A2, reaktivne kisikove zvrsti in preživetje celic raka 
dojke. Diplomska naloga. Ljubljana, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, 
Univerza v Ljubljani: 49 str. 
 
Robey I. F., Lien A. D., Welsh S. J., Bagget B. K., Gillies R. J. 2005. Hypoxia-inducible 
factor-1alpha and the glycolytic phenotype in tumors. Neoplasia, 7, 4: 324–330  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1501147/ (12. apr. 2016)  
 
Sambuy Y., De Angelis I., Ranaldi G., Scarino M. L., Stammati A., Zucco F. 2005. The 
CaCo-2 cell line as a model of the intestinal barrier: influence of cell and culture-
related factors on CaCo-2 cell functional characteristics. Cell Biology & Toxicology, 
21, 1: 1–26   
 https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10565-005-0085-6 (5. jun. 2016)  
 
52 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
Santos C. R., Schulze A., 2012. Lipid metabolism in cancer. The FEBS Journal, 279, 15: 
2610–2623  
 
Scherer W. F., Syverton J. T., Gey G. O. 1953. Studies on the propagation in vitro of 
poliomyelitis viruses. IV. Viral multiplication in a stable strain of human malignant 
epithelial cells (strain HeLa) derived from an epidermoid carcinoma of the cervix. 
The Journal of Experimental Medicine, 97, 5: 695–710  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2136303/pdf/695.pdf (23. apr. 
2016) 
 
Schlessinger J. 2002. Ligand-induced, receptor-mediated dimerization and activation of 
EGF receptor. Cell, 110, 6: 669–672    
 http://www.cell.com/cell/fulltext/S0092-8674(02)00966-2?_retur-
nURL=http%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretri-
eve%2Fpii%2FS0092867402009662%3Fshowall%3Dtrue (1. mar. 2016) 
 
Siafaka-Kapadai A., Hanahan D. J., Javors M. A. 1997. Oleic acid-induced Ca2+ mobili-
zation in human plateles: is oleic acid an intracellular messenger? Journal of Lipid 
Mediators and Cell Signaling, 15, 3: 215–232  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9041473 (26. jun. 2016)  
 
Conrad D. R. 2017. Calcium in Cell Culture. Sigma-Aldrich.  
 http://www.sigmaaldrich.com/life-science/cell-culture/learning-center/media-
expert/calcium.html (14. sep. 2017) 
  
Simons A. L., Mattson D. M., Dornfeld K., Spitz D. R. 2009. Glucose deprivation-indu-
ced metabolic oxidative stress and cancer therapy. Journal of Cancer Research and 
Therapeutics, 5, 1: 2–6  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2820116/ (11. jun. 2016) 
 
Unger R. H., Clark G. O., Scherer P. E., Orci L. 2010. Lipid homeostasis, lipotoxicity and 
the metabolic syndrome. Biochimica et Biophysica Acta, 1801, 3: 209–214  
 http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388198109002443 (2. jun. 
2016) 
 
Uzbekov R. E., 2004. Analysis of the cell cycle and a method employing synchronized 
cells for study of protein expression at various stages of the cell cycle. Biochemistry 
(Moscow), 69, 5: 485–496  
 https://link.springer.com/article/10.1023/B:BIRY.0000029845.11184.30 (12. jun. 
2016) 
 
53 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
Visagie M. H., Mqoco T. V., Liebenberg L., Mathews E. H., Mathews G. E., Joubert A. 
M. 2015. Influence of partial and complete glutamine and glucose deprivation of 
breast and cervical tumorigenic cell lines. Cell & Bioscience, 5: 37  
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4518607/ (13. jun. 2016) 
 
Vivanco I., Sawyers C. L. 2002. The phosphatidylinositol 3-kinase-Akt pathway in hu-
man cancer. Nature Reviews Cancer, 2, 7: 489–501  
 http://www.nature.com/nrc/journal/v2/n7/full/nrc839.html?foxtrotcallback=true 
(23. apr. 2016) 
 
Vogelstein B., Kinzler K. W. 2004. Cancer genes and the pathways they control. Nature    
Medicine, 10, 8: 789–799    
 https://www.nature.com/nm/journal/v10/n8/full/nm1087.html (5. maj 2016)  
 
Walther T. C., Farese R. V. Jr. 2012. Lipid droplets and cellular lipid metabolism. Annual 
Review of Biochemistry, 81: 687–714  
 
Warburg O. 1956. On the origin of cancer cells. Science, 123, 3191: 309–314  
 http://science.sciencemag.org/content/123/3191/309.long (3. mar. 2016) 
 
Ward P. S., Thompson C. B. 2012. Metabolic reprogramming: a cancer hallmark even 
Warburg did not anticipate. Cancer Cell, 21, 3: 297–308 
 
Weinberg F., Hamanaka R., Wheaton W. W., Weinberg S., Joseph  J., Lopez M., 
Kalyanaraman B., Mutlu G. M., Scott Budinger G. R., Chandel N. S. 2010. Mito-
chondrial metabolism and ROS are essential for Kras-mediated tumorigenicity. Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences of the USA, 107, 19: 8788–8793  
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2889315/ (17. feb. 2016)   
 
Wise D. R., Thompson C.B. 2010. Glutamine addiction: a new therapeutic target in can-
cer. Trends in Biochemical Science, 35, 8: 427–433   
 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2917518/ (13. mar. 2016) 
 
Yoshii Y., Furukawa T., Yoshii H., Mori T., Kiyono Y., Waki A., Kobayashi M., Tsuji-
kawa T., Kudo T., Okazawa H., Yonekura Y., Fujibayashi Y. 2009. Cytosolic acetly-
CoA synthetase affected tumor cwll survival under hypoxia: the possible function in 
tumor acetyl-CoA/acetate metabolism. Cancer Science, 100, 5: 812–827   
 http://onlinelibrary.wiley.com/wol1/doi/10.1111/j.1349-7006.2009.01099.x/full (4. 
apr. 2016) 
 
54 
Holc T. Povezave med razgradnjo membran, metabolizmom lipidov in odpornostjo rakavih celic na … celično smrt.  
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij strukturne in funkcionalne biologije, 2018  
Zechner R., Zimmermann R., Eichmann T. O., Kohlwein S. D., Haemmerle G., Lass A., 
Madeo F. 2012. Fat signals – Lipases and lipolysis in lipid metabolism and signaling. 
Cell Metabolism, 15, 3: 279–291   
 
Zetterberg A., Larsson O., Wiman K. G. 1995. What is the restriction point? Current Opi-
nion in Cell Biology, 7, 6: 835–842  
 https://ac.els-cdn.com/0955067495800670/1-s2.0-0955067495800670-
main.pdf?_tid=eb322108-a822-11e7-882e-
00000aab0f26&acdnat=1507025538_6426da5165cfd87486678ab4f5b59c65 (23. 
apr. 2016)  
 
Zhivotovsky B., Orrenius S. 2011. Calcium and cell death mechanisms: A perspective 
from the cell death community. Cell Calcium, 50, 3: 211–221  
 https://ac.els-cdn.com/0955067495800670/1-s2.0-0955067495800670-
main.pdf?_tid=eb322108-a822-11e7-882e-
00000aab0f26&acdnat=1507025538_6426da5165cfd87486678ab4f5b59c65 (2. maj 
2016)  
